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El ácaro verde, Mononychellus tanajoa (Acari: Tetranychidae), es una de las principales 
plagas de la yuca, causando daños directamente al chupar la savia. Aunque tiene una amplia 
distribución en América Latina, África y el alto potencial de extenderse a Asia, Indonesia y 
Oceanía, muy poca información está disponible para establecer un plan de manejo 
integrado de plagas. En consecuencia, los objetivos del presente estudio fueron: (1)  
cuantificar los efectos de los niveles de resistencia con bioensayos a libre y no libre 
escogencia para la preferencia de oviposición y (2) generar un amplio mapa del proteoma 
del tejido fotosintético de yuca utilizando la proteómica cuantitativa de etiquetado libre en 
diez genotipos del banco de germoplasma de yuca. Un total de 5320 y 5490 proteínas 
únicas, fueron identificadas en las hojas de yuca de los genotipos NAT31 y 60444, 
respectivamente. Además, alrededor de 300 y 1.100 proteínas mostraron una regulación  
estadísticamente significativa (p < 0.01, máximo cambio de regulación 2,0), durante la 
interacción con el ácaro verde. Se identificaron proteínas moduladas en vías asociadas con 
genes de defensa, el estrés oxidativo, la señalización, la biosíntesis y la modificación de la 
pared celular, el metabolismo secundario, proteólisis, factores de transcripción y genes de 
reconocimiento. Con base en la combinación de datos del fenotipo y proteómicos, se 
identificaron varias proteínas relacionadas con el mecanismo de defensa durante la 
interacción ácaro verde y yuca. Datos de proteómica cuantitativa de las vías de defensa y 
fenilpropanoides indican genes candidatos adicionales para retrasar aún más el ataque del 
ácaro verde. Los datos de proteómica de las hojas de yuca están disponibles en 
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The green mite, Mononychellus tanajoa (Acari: Tetranychidae), is one of the main pests of 
cassava, causing damage directly by sucking the sap. Although it has a wide distribution in 
Latin America, Africa and high potential to extend to Asia, Indonesia and Oceania, very 
little information is available to establish an integrated pest management plan. Accordingly, 
the objectives of the present study were: (1) to quantify effects of the levels of resistance 
with non-free and free choice bioassays for oviposition preference and (2) to generate an 
extensive proteome map of cassava photosynthetic tissue using label-free quantitative 
proteomics on ten genotypes at cassava germplasm bank. Over 5320 and 5490 unique 
proteins, were identified in the cassava leaf of genotypes NAT31 and 60444, respectively. 
In addition, around 300 and 1100 proteins showed significant abundance (p < 0.01; max 
fold change 2,0) regulation during interaction with green mite. We identified protein 
abundance modulation in pathways associated with defense genes, oxidative stress, 
signaling, biosynthesis and modification of cell wall, secondary metabolism, proteolysis, 
transcription factors and genes of recognition. Based on combined phenotype and 
proteomics data, we identified several proteins related to defense mechanism during the 
cassava green mite interaction. Quantitative proteomics data from defense and 
phenylpropanoid pathways indicate additional gene candidates to further delay green mite 
attack. Cassava leaf proteomics data are available at www.pep2pro.ethz.ch for easy access 
and comparison with other proteomics data. 
 
 






La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un arbusto perenne originario de Sur América. En 
2008 su producción mundial alcanzó cerca de las 280 millones de toneladas (Nhassico et 
al., 2008, FAO, 2012). Esta es fuente esencial de carbohidratos para más de 800 millones 
de personas en países tropicales en vías de desarrollo (FAO, 2009; Nhassico et al., 2008; 
Stupak et al., 2006). Además de su uso en la dieta humana, tiene importancia en la industria 
de productos procesados (Balagopalan, 2002), de alimentos para animales, de etanol y 
almidón (Jansson et al., 2009; Ceballos et al., 2006). Sin embargo, su producción es 
afectada por cerca de 200 especies de artrópodos asociadas al cultivo (Bellotti & Van 
Schoonhoven, 1978a; 1978b; Bellotti et al., 2010; Bellotti et al., 2012) entre ellas, el ácaro 
verde (AVY) (Mononychellus tanajoa). Esta especie es una de las más importantes y 
limitantes (Bellotti et al., 1983c; Bellotti et al., 2002; Bellotti, 2008), en cuanto que se 
considera que ha coevolucionado con el cultivo (Bellotti, 2002) al punto de adaptarse, de 
varias formas a las barreras físicas y químicas como lo son los compuestos laticíferos y 
cianogénicos, claves en la defensa bioquímica natural de la planta (Bellotti & Riis 1994). 
El nivel de daño generado por el ácaro verde en campos de cultivo de yuca, depende de las 
condiciones ambientales, la fertilidad del suelo, la edad de la planta, el tipo y duración del 
ataque. Afecta negativamente el rango fotosintético e incide sobre la producción del 
cultivo, induciendo pérdidas económicas (Bellotti, 2000; Bellotti et al., 1994). 
Investigaciones en campo revelan que los ataques largos (entre 3-6 meses) de ácaro verde, 
pueden causar hasta un 79% de pérdida en la producción de raíz (Bellotti et al., 1999). 
Cuando ataca la parte aérea de la planta, siendo la única parte de la planta de la cual se 
alimenta, ocasiona daños severos y, como consecuencia, pérdidas en el rendimiento. Lo 
anterior conlleva a reducción en la actividad fotosintética hasta en un 90%, pérdida de la 
longevidad foliar hasta en un 78% y reducción en el tamaño de la hoja hasta en un 65%, por 
consiguiente,  reducción en el rendimiento de raíces entre un 20-87%. También, según la 
variedad, la edad de la planta y la duración del ataque, se afectan la calidad y cantidad del 
material de siembra y la estaca (Bellotti, 2000; Bellotti et al., 1999). 
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La gran mayoría de agricultores y productores usan insecticidas (Arias, 1995; CIAT, 2006) 
usualmente con múltiples aplicaciones, convirtiéndose en un arma de doble filo en el 
control de las poblaciones del ácaro verde, ya que con el uso continuo de insecticidas el 
ácaro genera tolerancia al químico, implicando un esfuerzo perdido. El uso indiscriminado 
de dichos productos conlleva a grandes efectos negativos sobre muchos organismos 
benéficos e inducen cierto grado de resistencia de las plagas. Además, en términos 
generales, se incrementan los costos de producción y los niveles de contaminación 
ambiental (Panda & Khush, 1995) con impactos negativos en la salud pública (Arias & 
Guerrero, 2000). Por lo tanto, el control biológico, las prácticas culturales y la resistencia 
del hospedero son claves para el diseño de un manejo integrado de plagas apropiado para 
producción de yuca (Bellotti et al., 1999; Faria & Wraight, 2001). 
Entre 1960 y 1980, la Revolución Verde implementó en su manejo el uso de cultivares 
mejorados y agroquímicos para generar cultivos con rendimientos óptimos. Aunque se 
llegó a duplicar la producción en varios cultivos como el maíz, el arroz y el trigo en muchas 
regiones del mundo, especialmente en Asia y América Latina, también se generaron serios 
problemas sociales y ecológicos, como envenenamientos y enfermedades, pérdida en la 
biodiversidad agrícola e impactos en la salud pública y gran gasto económico en la compra 
de agroquímicos (Bellotti et al., 1999). En el momento se propende por el manejo 
integrado, el cual incluye el uso del mejoramiento convencional asistido por la biología 
molecular para generar y transferir niveles de resistencia a cultivares con características 
agronómicas deseables (Fregene et al., 2006).  
El banco de germoplasma del CIAT tiene décadas dedicadas a la investigación, 
caracterizando la respuesta de miles de accesiones a los artrópodos plagas que afectan el 
cultivo de yuca (Bellotti, 2008). Recientemente, en M. peruviana, M. flabellifolia y M. 
tristis, especies silvestres de Manihot, se demostró la existencia de ciertos niveles de 
tolerancia al ácaro verde (Macea, 2007; Burbano et al., 2007; FAO, 2007). Bellotti et al. 
(1977), en una de las primeras investigaciones en resistencia/tolerancia varietal en yuca 
contra los ácaros verdes, encontraron niveles moderados de tolerancia de clones de yuca a 
esta plaga, base para estudios posteriores (Byrn et al., 1982; Bellotti & Kawano, 1983b; 
Bellotti et al., 1994; CIAT, 1999; 2004). En la actualidad, el potencial genético del banco 
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de germoplasma puede ser evaluado a través de nuevas herramientas de mapas genéticos 
moleculares, mapas físicos y avanzados esquemas de mapeo de QTLs en retrocruces (ABC-
QTL) (análisis de agrupamiento-loci de caracteres cuantitativos). Macea (2007), evaluó 
retrocruces BC1 del cruce entre los parentales MFLA 437-007 (material tolerante reportado 
y evaluado como tolerante al AVY) y MTAI-8 (variedad con gran susceptibilidad a la 
misma plaga), para identificar marcadores moleculares asociados a la resistencia al AVY. 
Con estas herramientas se puede identificar y asociar con el gen de interés, simplificando el 
tiempo consumido en evaluaciones de ensayos repetidos para identificar el fenotipo. Los 
marcadores moleculares también permiten la identificación de progenies que presentan el 
gen de interés, con la mínima introgresión del genoma del pariente silvestre para una más 
eficiente estrategia de retrocruce (Okogbenin et al., 2008).  
El presente estudio tuvo como objetivos descifrar proteínas reguladas involucradas en la 
resistencia de la planta hospedera (yuca) ante el ataque del ácaro verde, con el fin de 
dilucidar y entender el mecanismo de defensa. Este trabajo es la primera aproximación 
proteómica mediante la metodología ―label-free MS‖ (espectrometría de masas) para el 
ácaro verde, relacionada con las proteínas que genera la planta cuando es atacada por el 
artrópodo. Para lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos, general: Caracterizar 
molecularmente la resistencia de yuca al ataque del ácaro verde, mediante una 
aproximación ómica (proteómica). Y específicos; 1. Caracterizar el efecto de los cultivares 
susceptibles y resistentes sobre el desarrollo del ácaro verde en yuca, y 2. Caracterizar las 
proteínas en accesiones resistentes y susceptibles en el momento del ataque sobre el sistema 










Sección I: El tipo de resistencia generado en el sistema yuca-ácaro verde. 
H1: La resistencia generada por yuca ante el ataque del ácaro verde es de tipo inducida. 
 
Sección II: Proteínas expresadas en la planta para el sistema yuca-ácaro verde. 
H2: Las proteínas expresadas en el momento del ataque de la plaga en el sistema yuca-























• Caracterizar el efecto de los cultivares susceptibles y resistentes sobre el desarrollo 
del ácaro verde en yuca. 
• Caracterizar y seleccionar las proteínas en cultivares resistentes y susceptibles al 













1 MARCO DE REFERENCIA: ASPECTOS GENERALES DE LA INTERACCIÓN 
YUCA (Manihot esculenta CRANTZ) – ÁCARO VERDE (Mononychellus tanajoa) 
 
1.1 El cultivo de yuca y su importancia 
La yuca (Manihot esculenta Crantz), es una Euforbiaceae arbustiva perenne, que se propaga 
vegetativamente, siendo el único miembro de esta familia cultivado como alimento 
(Fauquet, 1990). La yuca tiene unas 7.200 especies caracterizadas por el desarrollo de vasos 
laticíferos, constituidos por células secretoras; galactocitos, lo que ocasiona la secreción 
lechosa que identifica a esta familia (CIAT, 2002). El género Manihot comprende 98 
especies (Rogers, 1973), distribuidas en el Neotrópico. 
Por su propiedad de acumular almidón en las raíces, la yuca puede presentar un elevado 
componente de calorías, por consiguiente, su productividad es medida en términos de 
materia seca, con un rango de 30 a 40% en condiciones para producción normal y cerca del 
85% de materia seca almacenada en la raíz es almidón (Cock, 1985). En cuanto a su 
contenido de proteínas es mínimo, de 1 a 2% en peso fresco, pero es rica en vitamina C y 
calcio, presenta niveles aceptables de las vitaminas A y B y varios minerales (Cock, 1985). 
Aunque las dietas basadas en almidón de yuca proveen alrededor de solo el 30% del 
mínimo requerido diariamente de vitaminas y minerales (Cock, 1985) en realidad es una de 
las principales fuentes energéticas en la dieta de más de 700 millones de personas en el 
mundo (Ceballos, 2002). Es, en consecuencia, el cultivo de raíz más importante en los 
trópicos y sub trópicos especialmente en África subsahariana y cada día aumenta su 
siembra en muchos países (más de 90), dando subsistencia a quinientas mil personas de 
países en desarrollo (Kawano, 2003; Cock, 1985). 
Por todo lo anterior, la producción de yuca tiene gran importancia económica con 
implicaciones para la seguridad alimentaria de millones de personas en América Latina, 
África y Asia (FAO/FIDA, 2000). Sin embargo, su producción es limitada tanto por 
factores abióticos (suelo, clima, deterioro fisiológico postcosecha y factores agronómicos) 
como bióticos (enfermedades del veteado café de la yuca (CBSD) y la del mosaico de la 
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yuca (CMD), ambas transmitidas por moscas blancas (Bemisia tabaci), la bacteriosis por 
Xanthomonas axonopodis pv manitotis y la antracnosis por Colletotrichum gleosporoides. 
No obstante, otras plagas artrópodas ocasionan serios daños al cultivo, dentro de estos el 
piojo harinoso (Phenecoccus manihoti) y el ácaro verde (Mononychellus tanajoa) (Bellotti 
et al., 2002) son de gran relevancia.  
 
1.1.1 Ácaros fitófagos que atacan yuca  
La yuca tiene un ciclo de 7 a 24 meses y presenta una serie de plagas que la atacan, que 
conforman dos grandes grupos: las especialistas, que han coevolucionado con ella, quienes 
son su hospedero primario o definitivo y las generalistas con ataques esporádicos. Dentro 
del primer grupo se encuentra el complejo de ácaros del género Mononychellus (M. 
tanajoa, M. mcgregori, M. caribbeanae y M. planki). El segundo agrupa aquellas especies 
que se alimentan tanto de yuca como de otras plantas (Bellotti et al. 2010; Vásquez-
Ordoñez & Parsa, 2014) p.e. Tetranychus urticae, T. kawganai (Filipinas), Eutetranychus 
orientalis, T. neocalidonicus y Oligonychus biharensis (India) y Tetranychus sp. 
(Indonesia) (Palaniswami et al., 1995).  
 
1.1.2 El ácaro verde (Mononychellus tanajoa) 
El ácaro verde es una de las más importantes plagas en el cultivo de yuca en las Américas 
(Colombia, Venezuela, Perú y, especialmente, Brasil), África (Uganda, Ghana y Nigeria) y 
con altas posibilidades de distribución al Asia y parte de Oceanía (Indonesia, Filipinas y 
Nueva Guinea) (Bellotti, 2000; Herrera, 2009). Esta plaga genera daño al insertar sus 
quelíceros en la superficie de la hoja y al succionar el fluido de las células del parénquima 
en empalizada y en las del mesófilo esponjoso (Burbano, 2003). Esta especie neotropical se 
desarrolla sobre los meristemos. En altas poblaciones produce serios daños fisiológicos y 
económicos al disminuir la producción y calidad en el cultivo. Su presencia y ataque son 
favorecidos por condiciones secas, uso de variedades susceptibles, fertilización inadecuada 
y presencia de malas hierbas (Bellotti et al., 1999). Como consecuencia ocasiona reducción 
en la producción de hasta un 80% (Skovgard et al., 1993; Bellotti et al., 1983a; 1983c). 
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Burbano (2003) indica que, en variedades de yuca susceptibles, el daño se caracteriza por 
hojas cloróticas, que aumenta desde unos pocos puntos amarillentos hasta la pérdida 
completa del pigmento (clorofila). Al alimentarse, el ácaro puede afectar también la 
distribución, aunque no el contenido de cianuro. Otro síntoma es la presencia de hojas 
moteadas que mueren y caen. Las plantas fuertemente atacadas se deforman, perdiendo su 
estructura primaria (desde muy poco hasta un cuarto del tamaño normal) y sus síntomas se 
confunden con los generados por el virus del mosaico africano de la yuca. Al reducir el área 
foliar, se disminuye la capacidad fotosintética y la tasa de crecimiento de la planta. Las 
condiciones secas de altas temperaturas y baja humedad relativa, proporcionan la 
proliferación de poblaciones de ácaro verde, existiendo una relación directa entre la 
duración del periodo seco y el ataque (Bellotti & Guerrero, 1977). Las infestaciones de 
artrópodos plaga se pueden dar, en grados variables, en los campos de pequeños, medianos 
y grandes agricultores. El desarrollo de genotipos que se puedan usar a nivel regional e 
internacional, resistentes a plagas y a las nuevas amenazas de las enfermedades en yuca 
puede disminuir la pérdida que se genera en la producción (Fermont et al., 2009). Esos 
genotipos resistentes pueden ser llevados a cultivos intensivos y extensivos de yuca. 
 
 
1.1.3 Resistencia varietal al ácaro verde 
De acuerdo a Bellotti et al. (2012), la inmunidad o altos niveles de resistencia no parecen 
ser viables en el germoplasma de yuca que ha sido evaluado para encontrar resistencia al 
ácaro verde en varios centros de investigación tanto en América como en África (CIAT, 
IITA). El CIAT evaluó mas de 5.000 cultivares y sólo 300 (6%) fueron identificados de 
tener niveles de bajo a moderado de resistencia. Los materiales ICA Costeña y Nataima 31, 
con bajos niveles de resistencia, han sido cultivados por los agricultores colombianos 
(Bellotti, 2008). Estudios de mecanismos de resistencia al ácaro verde indican fuerte 
antixenosis (preferencia vs. no preferencia) para oviposición, también una moderada 
antibiosis. En ensayos a libre escogencia, realizados por Byrne et al. (1982), al evaluar el 
material susceptible CMC40 frente a materiales con moderada resistencia (MECU72, 
MPER611 y MECU64) la oviposición del ácaro fue 95, 91 y 88%, respectivamente, y sobre 
CMC40 del 100%. Según Byrne et al. (1982), la antibiosis es expresada en los ácaros al 
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presentar menor fecundidad, largo tiempo de desarrollo y una vida adulta mas corta, y alta 
mortalidad de larvas y ninfas cuando se alimentan del material resistente.  
 
1.1.4 Pubescencia en genotipos de yuca 
Existen pocos trabajos que evalúen las barreras físicas preformadas que se encuentran en la 
epidermis de las plantas de yuca. Uno de ellos, Arias (1995) evaluó la característica de 
resistencia a la mosca blanca empleando el análisis de microscopia electrónica de barrido. 
Él encontró diferencias en la densidad de pubescencia entre el material susceptible CMC40 
con densidades por debajo 189 tricomas/cm
2
 y el material resistente ECU72 con densidades 
por encima 33.000 tricomas/cm
2
, además de una correlación negativa de (r= -0,39) entre el 




1.2 Mecanismos de defensa de las plantas 
La elucidación de los mecanismos moleculares que generan respuesta en la planta, ante el 
ataque de la plaga al alimentarse de ésta, potencialmente, puede ser útil para el desarrollo 
de nuevos métodos que generen antibiosis al artrópodo (Kessler & Baldwin, 2002; Abe et 
al., 2008). 
Existen tres razones para que una plaga no colonice su hospedero:  
A. La planta es incapaz de servir de nicho para una plaga potencial, siendo no hospedero. 
B. La planta posee barreras estructurales preformadas o componentes tóxicos que confinan 
las infecciones exitosas a especies de plagas especializados (defensa constitutiva). 
C. Basado en el reconocimiento del ataque de la plaga, los mecanismos de defensa son 
elaborados y la invasión permanece localizada (defensa inducida). 
La defensa constitutiva o defensa pasiva o compatible: Dentro de este grupo se encuentran 
ciertas barreras físicas que impiden el ingreso a los tejidos de la planta de un artrópodo. 
Ciertas plantas utilizan químicos disuasivos sobre su superficie cuticular (suberinas, 
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callosa, cutículas), o pueden almacenar componentes tóxicos en vacuolas o tricomas 
glandulares (aleloquímicos). Estas estructuras preformadas y algunos metabolitos 
secundarios proveen una defensa inmediata al ataque del insecto evitando la colonización e 
incremento de las poblaciones, teniendo un efecto antixenótico aunque también puede ser  
antibiótico, al afectar el crecimiento, reproducción, desarrollo y sobrevivencia de las plagas 
(Fluhr, 2001). Algunos autores también utilizan el concepto de defensa directa 
(constitutiva), la cual es cualquier rasgo de la planta (tricomas, metabolitos primarios, 
secundarios, espinas) que, en sí mismas, afectan la susceptibilidad de la planta al artrópodo 
o su ataque. 
La defensa inducida o activa o incompatible es una respuesta plástica (capacidad para 
responder a diferentes condiciones de estrés) que se centra hacia una resistencia sistémica 
duradera y que sirve para un amplio espectro de patógenos y plagas. Mueve toda la 
maquinaria de la célula relacionada con el ciclo del carbono y nitrógeno, necesaria para el 
crecimiento y reproducción de la planta, en la defensa inmediata. En el caso de las 
interacciones planta - patógeno éstas son gobernadas por interacciones entre genes R de la 
planta que reconocen efectores del patógeno producidos durante la infección (Dangl & 
Jones, 2001).  
 
1.3 Resistencia en plantas 
En plantas, tres hormonas primordiales, i.e. ácido jasmónico (JA), ácido salicílico (AS) y 
etileno (ET), se encuentran en una vía de señalización cruzada que puede resultar, de 
manera antagonista o sinergista, dando a las plantas una herramienta poderosa para regular 
su respuesta inmune. Recientemente, se ha evidenciado la importancia de hormonas más 
pequeñas como son el ácido abscísico, las auxinas, las giberelinas, las citoquininas y los 







1.3.1 Inmunidad en plantas a insectos herbívoros 
El trabajo de De Vos et al. (2005), pionero en evaluar tres tipos de plagas que atacan y se 
alimentan de forma diferente de Arabidopsis thaliana presenta la convergencia de las tres 
vías de señalización (ácido jasmónico (JA), ácido salicílico (AS) y etileno (ET)), las cuales 
tienen un papel primordial en la regulación genética en la interacción planta – patógeno; 
planta – insectos. Varios trabajos confirman que ante el ataque de artrópodos herbívoros se 
induce un rango de respuestas de defensa en plantas (Karban & Baldwin, 1997; 
Schoonhoven et al., 2005; Howe & Jander, 2008). Existen varias fases en donde la planta 
puede reconocer la presencia del artrópodo. Por ejemplo la respuesta al contacto o cuando 
él camina sobre ella, estudiada por Braam (2005); Bown et al. (1998), entre otros.  
 
1.3.1.1 Daño mecánico versus herbivoría 
 
Para que la planta pueda diferenciar entre un daño físico o químico y el de la herbivoría, es 
necesario generar la inducción de genes requeridos para reparación celular y respuesta a 
estrés osmótico, como resultado de posible herbivoría o daño mecánico. Algunos 
inductores pueden generar diferencias entre uno u otro, como inductores en la saliva de los 
artrópodos. El modo, velocidad y frecuencia de tejido dañado pueden ser reconocidos por la 
planta como señales específicas de herbivoría. Experimentos con microarreglos con varias 
especies, como Arabidopsis thaliana (De Vos et al., 2005), Nicotiana attenuata (Voelckel 
et al., 2004) y especies del género Populus (Major & Constabel, 2006), compararon los 
patrones de expresión génica inducida por daño mecánico con la inducida por la 
alimentación por insectos o herbivoría simulada. En algunos casos, estas respuestas han 
sido asociadas con la producción de componentes disuasivos específicos de insectos tales 
como la nicotina (Hui et al., 2003) y los glucosinolatos (Mewis et al., 2006).  
 
1.3.1.2 Secreciones orales de insectos 
 
Se ha demostrado que la alimentación por insectos o la aplicación de sus secreciones orales 
a las heridas inducen diferente y más intensa respuesta de compuestos volátiles que las del 
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daño mecánico (Arimura et al., 2005; Schmelz et al., 2006). Las plantas pueden 
beneficiarse de la producción de volátiles específicos de la herbivoría a través de efectos 
directos disuasivos sobre los herbívoros, como son la atracción de depredadores al sitio de 
alimentación del insecto así como de señales internas que van al tejido sin infestar e 
inducen una respuesta de defensa más rápida. Hasta el momento, han sido identificados 
inductores derivados de insectos, la N-17-hidroxilinolenoil-l-glutamina (volicitina) en 
secreciones orales de S. exigua, que le permite inducir la liberación de compuestos volátiles 
en maíz (Zea mays) (Alborn et al., 1997). Este compuesto fue el primer ejemplo de lo que 
parece ser una amplia producción de conjugados de ácidos grasos y aminoácidos (AGCs) 
por larvas de lepidópteros (Alborn et al., 2003; Mori et al., 2001). Las respuestas 
específicas a AGCs en secreciones orales de lepidópteros, incluyendo cambios en expresión 
génica, alteraciones en el proteoma de la planta y producción inducida de nicotina e 
inhibidores de proteasas, han sido estudiados más extensamente en N. attenuata (Giri et al., 
2006; Halitschke et al., 2003).  
 
 
1.3.1.3 Resistencia mediada por genes R  
 
La resistencia a insectos ha sido identificada en varias especies de plantas (Panda & Khush, 
1995; Quisenberry & Clement, 2002). Un gran número de genes R (genes resistentes), por 
lo general son genes simples dominantes, los cuales han sido mapeados y los marcadores 
moleculares ligados a esos loci han sido identificados (Jena et al., 2002; Liu et al., 2002; 
Tan et al., 2004). La mayoría de los genes mapeados están en cultivos primarios como 
cebada y arroz y, un gran número de ellos, confieren resistencia a la mosca de hess, 
Mayetiola destructor, que junto al áfido Diuraphis noxia, son consideradas plagas clave en 
cebada (Webster et al., 2000). Dos ejemplos claros en respuesta de la planta ante el ataque 
son los áfidos y las moscas blancas, las cuales usan sus estiletes para succionar savia del 
floema para obtener sus nutrientes. Ellos no generan un cambio sustancial, pero si cambios 
notorios en los inductores en señalización y metabolismo secundario (Walling, 2000). Un 
gen R, Mi-1 resistente a Meloidogyne incognita confiere resistencia a áfidos, moscas 
blancas (Kaloshian, 2004).  
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1.3.1.4 Flujo de iones calcio (Ca2+), potencial de membrana y proteínas quinasas 
“Mitogen-activated (MAPK)” 
 
Una de las formas en que las plantas pueden sentir el contacto del artrópodo es mediante la 
activación en la membrana plasmática de los canales de iones que genera un cambio rápido 
en la señal citosólica del Ca
++
 (Nakagawa et al., 2007; Haswell et al., 2008). El aumento en 
las concentraciones de Ca
++
 citosólico puede resultar en el disparo de la señal de 
transducción la cual conduce a la inducción de genes involucrados en defensa a plantas o a 
crecimiento (Schaller & Weiler, 2002; Braam, 2005). Mauch et al. (1997) al hacer 
simulación de contacto en trigo, indujeron significativamente la transcripción de genes que 
codifican lipoxigenasas, enzimas importantes en la vía octadecánoica inducidas por daño. 
Por ejemplo, las cerdas de los tarsos de las larvas sobre la planta pueden generar síntesis 
rápida de ácido γ –aminobutírico (GABA) (Hall et al., 2004). Bouche & Fromm (2004) 
mencionan varios papeles del GABA en la planta, uno de ellos en defensa contra insectos.  
 
1.3.1.5 Funciones de los jasmonatos (JA) en inmunidad de plantas a artrópodos 
 
Los jasmonatos (JA) juegan un papel central en la regulación de las respuestas de defensa a 
herbívoros los cuales infligen varios tipos de daño al tejido. Esta conclusión está basada en 
numerosos estudios en campo y laboratorio que muestran que los mutantes de JA están 
comprometidos en resistencia a un amplio rango de herbívoros artrópodos, incluyendo 
orugas (Lepidoptera), escarabajos, gorgojos (Coleoptera), trips (Thysanoptera), saltahojas 
(Homoptera), ácaros (Acari), además especies de Diptera y Heteroptera (Bostock, 2005; 
Howe, 2004; Kessler & Baldwin, 2002). Estudios con microarreglos muestran que la vía de 
los JA tiene una función dominante en los cambios de regulación globales de la expresión 
de genes en respuesta a daño mecánico y herbivoría (De Vos et al., 2005; Devoto et al., 
2005; Ralph et al., 2006; Reymond et al., 2004). Los JA también están involucrados en 
interacciones tritróficas (Engelberth et al., 2004; Van Poecke & Dicke, 2002), resistencia en 
plantas a insectos floemófagos (Mewis et al., 2006; Zarate et al., 2007), defensas basadas 
en tricomas (Boughton et al., 2005; Li et al., 2004), función en defensas directas e 
indirectas (Engelberth et al., 2004; Ton et al., 2007), resistencia a patógenos (Glazebrook, 
2005) y transmisión sistémica de señales de defensa (Schilmiller & Howe, 2005).  
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1.3.1.6 Señalización sistémica 
 
Otro de los múltiples mecanismos de defensa ante el ataque de herbívoros por las plantas, 
es la acumulación de compuestos defensivos no solo en la hoja donde se genera el daño por 
el herbívoro, también en hojas intactas distantes (sistémico). Una señal viaja a otra parte de 
la planta y transmite una alerta de herbivoría. Aunque esta respuesta sistémica fue 
identificada hace más de 40 años la señal móvil aún se desconoce (Green & Ryan, 1972). 
Muchas defensas inducibles son expresadas en unas pocas horas en hojas sin dañar de 
plantas que han sido atacadas por herbívoros. Esta respuesta sistémica, documentada en un 
amplio rango de especies, provee una resistencia efectiva para futuros ataques de insectos 
(Bostock, 2005; Karban & Baldwin, 1997). Varios trabajos indican que el sistema vascular 
está involucrado en el transporte de señales móviles (Orians et al., 2000; Schittko et al., 
2000). Algunos de estos revelan que la expresión de los inhibidores de proteinasas 
sistémicos (PI) en S. lycopersicum depende de la síntesis de JA en el sitio de la herida y de 
la percepción de los JA en hojas distales sin daño. Estos y otros estudios apoyan el modelo 
en el cual los JA actúan como una señal móvil del floema (Schaller et al., 2005).  
 
 
1.3.2 Las fitohormonas de defensa 
 
Estas son moléculas pequeñas esenciales para la regulación del crecimiento de la planta, 
desarrollo, reproducción y sobrevivencia, que pueden actuar en bajas concentraciones. Las 
fitohormonas clásicas son el ácido abscícico (ABA), las auxinas, las citoquininas, el etileno 
(ET) y giberelinas, pero las pequeñas moléculas de señalización como brasinoesteroides, 
jasmonatos (JAs) y ácido salicílico (SA) son también reconocidas como hormonas. Hace 
pocos años se reconoció que las fitohormonas ABA (Asselbergh et al., 2008; Mauch-Mani 
& Mauch, 2005), auxinas (Navarro et al., 2006; Wang et al., 2007), giberelinas (Navarro et 
al., 2008), citoquininas (Walters & McRoberts, 2006; Siemens et al., 2006) y 
brasinoesteroides (Nakashita et al., 2003; Shan et al., 2009), junto con el AS, JAs y ET 





1.3.2.1 Jasmonatos (JA) 
 
Los JAs tienen un papel esencial en el desarrollo de la planta y la resistencia a estreses 
bióticos (Browse, 2009; Howe & Jander, 2008). Los JAs parecen poco importantes para el 
crecimiento vegetativo de la planta, pero juegan un papel en el sistema inmune al conferir 
resistencia a patógenos necrotróficos (Kunkel & Brooks, 2002; Vijayan et al., 1998). Varios 
trabajos transcriptómicos con microarreglos indican que una gran porción de respuestas 
inducidas por herida y herbivoría son mediadas a través de la vía del JA (Reymond et al., 
2000; 2004). Dentro de la cascada de señalización de JA, se incluye la hormona a herida 
JA-Ile, considerada un regulador de resistencia a plantas a artrópodos herbívoros y a varios 
patógenos (Howe & Jander, 2008; Koo & Howe, 2009; Adio et al., 2011), y JAs representa 
la señal núcleo o señal clave en la vía para activar la resistencia  a insectos. JA-isoleucina 
conjugada es identificada como la molécula que activa la mayoría de respuestas 
moleculares inducidas por JA (Staswick & Tiryaki, 2004). La vía de JA representa toda una 
maquinaria núcleo de señalización conservada que es activada por patrones de 
reconocimiento específico y no específico seguido del ataque del herbívoro. Las plantas 
pueden usar la vía JA independiente, y una paralela para crear distintos patrones de 
respuesta. O, específicamente, puede ser mediado a través de la activación de moduladores 
espacio temporales de la respuesta de JA. 
 
 
1.3.2.2 El ácido salicílico (AS) 
 
Existen varios trabajos que relacionan la vía del ácido salicílico con la defensa en plantas 
contra ataque de artrópodos (Erb et al., 2012; Pieterse et al., 2009). Esta molécula es crucial 
para establecer una respuesta hipersensible local y una resistencia sistémica adquirida 
contra muchos patógenos de plantas (Maleck & Dietrich, 1999). El AS interfiere cuando se 
generan heridas al inhibir la vía octadecanoíca (Peña-Cortés et al., 1993; O'Donnell, 1996). 
También está relacionado con respuesta de defensa en plantas con patógenos (Klesig & 
Malamy, 1994). El AS media la explosión oxidativa que conduce a la muerte celular en la 
respuesta hipersensible, y activa los genes relacionados con patogénesis en las hojas 
sistémicas después de infección con patógenos avirulentos. También está implicado en el 
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control de sistema de defensa contra otros estreses. Kohler et al. (2002) al infectar tomate 
con Pseudomonas syringae pv tomato indujeron la acumulación de AS endógeno y el 
aumento de la expresión inducida por herida de fenilalanina amonio liasa. Este trabajo 
indica que hay un aumento de AS en respuesta de algunos genes responsables de herida 
después de una herida.  
 
1.3.2.3 El ácido abscísico (ABA) 
Son varias hormonas que se expresan en las interacciones planta-insecto. En estudios con 
maíz, los niveles de ABA se incrementan durante el ataque del gusano de la raíz del maíz 
(Diabrotica virgifera virgifera) herbívoro especialista, pero no por daño mecánico (Erb et 
al., 2009; 2012) y, en Arabidopsis, después de inducir con herida y secreciones orales de 
Schistocerca gregaria, un herbívoro generalista (Schafer et al., 2011). Los niveles de ABA 
también se incrementan en la planta Solidago altissima después de inducida por el gusano 
cogollero del tabaco (Heliothis virescens). La síntesis de ABA y la señalización afectan los 
niveles de JA y la síntesis de JA en Arabidopsis inducida por el herbívoro (Adie et al., 
2007; Bodenhausen & Reymond, 2007). ABA y JA sinergistícamente inducen MYC2, 
dependiente de expresión de genes durante la respuesta a herida. MYC2 codifica un factor 
de transcripción nuclear básico tipo hélice-bucle-hélice que actúa como activador y 
represor de expresión de genes mediados por JA y sirve como un punto de integración entre 
señalización ABA y JA (Anderson et al., 2004; Dombrecht et al., 2007). ABA y JA están 
altamente interconectados y la regulación de los niveles de ABA en respuesta a la 
herbivoría puede modular respuesta de defensa impulsada por JA. Pero ABA es una 
importante señal para la respuesta a desecación, lo cual es un efecto que acompaña al 
ataque de herbívoros. 
 
1.3.2.4 Las auxinas (AIA) 
 
Los niveles de la auxina ácido indol 3-acético (AIA) se elevan en plantas atacadas por 
insectos (Tooker & De Morales, 2011; Mapes & Davies, 2001). En cambio en tabaco 
(Nicotiana attenuata) los niveles de AIA en las hojas se reducen entre los tres días después 
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de una simulación por herbívoros (Onkokesung et al., 2010). Los tratamientos con auxina 
sintética directamente suprimen la respuesta de defensa inducida por AS (Wang et al., 
2007), la cual puede estar ligada a resistencia, mediada por AS, a insectos que se alimentan 
del floema (Li et al., 2006). Existe una interacción molecular en la señalización de auxinas 
y JA. Por ejemplo, en Arabidopsis la formación de auxina en raíz, es aumentada por 
inducción mediada por JA de genes involucrados en síntesis de auxina y transporte 
(Dombrecht, 2007; Sun, 2009). En hojas de N. attenuata, JA regula negativamente la herida 
inducida por disminución en el contenido de auxina (Onkokesung et al., 2010), 
demostrando que el efecto de JA sobre la biosíntesis de auxina son tejido específico y, 
probablemente, especie específica (Pauwels et al., 2009).  
 
1.3.2.5 Las giberelinas (GB)    
En estudios que alteran la señalización de GB se sugiere un papel en la inducción a la 
respuesta de defensa a herbívoros. Las proteínas DELLA son reguladoras transcripcionales 
negativos, al inducir expresión de genes del ácido giberélico (AG) y son consideradas de 
tener un papel clave en integrar respuestas de plantas a diversos estímulos del desarrollo y 
del ambiente (Grant & Jones, 2009). AGs afecta señalización de JA a través de la unión 
competitiva de DELLAs a proteínas JAZ, evitando de este modo la interacción JAZ-MYC2 
y promoviendo la respuesta transcripcional inducida por MYC2 (Hou et al., 2010). La 
percepción de AG conduce a la degradación de DELLAs, llevando estas a la inhibición de 
MYC2 y la disminución en la respuesta de JA. De tal manera, la alteración de los niveles de 
DELLA afecta la biosíntesis de JA y señalización (Navarro et al., 2008; Cheng et al., 2009). 
 
1.3.2.6 Las citoquininas (CQ) 
En N. attenuata, transcriptos relacionados a CQ están entre los genes mas fuertemente 
regulados por promotores de ―fatty acid-amino acid elicitation‖ (FAC) (Hui et al., 2003; 
Gilardoni et al., 2010), sugiriendo que CQ tiene un papel en la regulación de la red 
hormonal. Insectos deformadores de agalla y algunos minadores modulan los niveles de CQ 
en plantas, presumiblemente para mantener el estado de succión del tejido infectado (Girón 
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et al., 2007). Existe evidencia que CQ tiene un papel importante en la activación de la 
biosíntesis de JA. En tabaco transgénico (N. tabacum cv. Xanthi nc) que sobre expresa una 
pequeña proteína de unión a GTP, acumula altos niveles de CQ, resultando en incremento 
en la producción de JA después de la herida (Sano et al., 1996). Los tratamientos de CQ en 
hojas de híbridos del álamo (Populus sp.) aumentan la producción de JA inducido por 
herida y la expresión de genes involucrados en síntesis de JA (Dervinis et al., 2010). Las 
CQ modulan las defensas inducidas por herbívoro, el estado de CQ de un tejido dado puede 
determinar la intensidad de la respuesta de defensa de ese tejido particular después de la 
percepción del herbívoro y contribuye a la respuesta tejido especifica en señalización 
inducido por herbivoría (Ballare, 2011). 
 
1.3.2.7 Los brasinoesteroides (BR) 
Los BRs antagonizan la densidad de tricomas mediado por JA y la acumulación de 
metabolitos de defensa en tomate (Campos et al., 2009). Los BRs reprimen la inhibición de 
crecimiento de raíz gobernada por JA. Los BRs son percibidos por BR insensible 1 (BRI1), 
un receptor con repeticiones ricas en leucina como quinasa (Kinoshita et al., 2005). BRI1 
asociado a quinasa 1 (BAK1) interactúa con BRI1 y juega un papel esencial en la 
señalización de BR (Vert, 2008). El silenciamiento de BAK1 en N. attenuata reduce la 
herida, el JA inducido por herbívoros y los niveles de JA-Ile. Además el JA induce la 
actividad de inhibidor de proteinasa tripsina (IPT) (Yang et al., 2011).  
 
1.3.3 Respuestas de defensa directas 
 
1.3.3.1 Metabolitos secundarios 
 
Es probable que todas las plantas presenten acumulación constitutiva o inducida de 
metabolitos secundarios tóxicos como parte de su defensa contra la herbivoría. Muchos 
terpenoides, la clase metabólicamente más diversa de metabolitos secundarios de plantas 
(más de 40.000 estructuras conocidas), juegan un importante papel en defensa (Aharoni et 
al., 2005). Los alcaloides, metabolitos secundarios ampliamente distribuidos, mejor 
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conocidos por sus efectos metabólicos en mamíferos (cafeína, nicotina, morfina, estricnina, 
cocaína), probablemente evolucionaron como defensa contra insectos herbívoros. Otra 
clase de metabolitos secundarios de plantas bien estudiados con propiedades defensivas 
incluye a las furanocumarinas, cardenolidas, taninos, saponinas, glucosinolatos y 
glucósidos cianogénicos. Un ejemplo de estos, fue el descubrimiento de las cinco enzimas 
involucradas en la biosíntesis de 2,4-dihidroxi-1,4- benzoxazin-3-uno (DIBOA), una toxina 
encontrada en maíz, trigo y otras gramíneas (Frey et al., 1997). También han sido 
identificados casi todos los genes requeridos para la producción de glucosinolatos, una 
clase diversa de metabolitos encontrados en A. thaliana y otras Brassicaceae (Halkier & 
Gershenzon, 2006).  
 
1.3.3.2 Proteínas de defensa 
 
Las plantas también cuentan con unas proteínas defensivas, las cuales son enzimas que se 
caracterizan porque unas rompen el aparato digestivo del insecto y otras impiden la 
degradación de las proteínas. Proteasas o enzimas proteolíticas son aquellas que catalizan el 
clivado hidrolítico de uniones péptido específicas en sus proteínas blanco. Estas enzimas 
están distribuidas en casi todos los organismos (Joanitti et al., 2006; Mosolov & Valueva, 
2005) y juegan un papel clave en muchos procesos biológicos. Los eventos proteolíticos 
que catalizan esas enzimas sirven como mediador de iniciación de señal, transmisión y 
terminación en muchos eventos celulares como inflamación, apoptosis, coagulación de 
sangre y vías del procesamiento de las hormonas (Ivanov et al., 2006). En las plantas los 
IPs son proteínas pequeñas que ocurren en los tejidos de almacenamiento, como tubérculos 
y semillas, pero también han sido establecidos en la parte aérea de la planta (De Leo et al., 
2002). Se inducen en plantas en respuesta al ataque  de insectos o patógenos (Ryan, 1990). 
Los miembros de la familia de enzimas cisteína proteasas, por ejemplo, rompen la 
membrana peritrófica rica en quitina que protege el epitelio del intestino (Mohan et al., 
2006). Las lectinas y quitinasas de plantas pueden tener como blanco los componentes del 
intestino del insecto que contienen carbohidratos (Lawrence & Novak, 2006; Peumans & 





1.3.4 Compuestos volátiles como mediadores de defensas  
 
Una de las repuestas de las plantas a la herbivoría mejor estudiadas es la elevada liberación 
de compuestos volátiles, las cuales incluyen terpenos, volátiles de hojas verdes, etileno, 
entre otros. La emisión de volátiles puede proveer un beneficio defensivo directo 
disuadiendo una consiguiente oviposición (De Moraes et al., 2001) o produciendo un 
beneficio indirecto al atraer depredadores (Kessler & Baldwin, 2001). Las plantas, por 
ejemplo, de forma directa responden mediante la vía octadecanoica, con el JA como 
molécula central en la señalización (Creelman & Mullet, 1997; Wasternack & Parthier, 
1997). En contraste, en un gran número de especies de plantas que responden a la 
herbivoría con incremento de emisión de compuestos orgánicos, éstos atraen artrópodos 
carnívoros, funcionando como un mecanismo de defensa indirecto (Pichersky & 
Gershenzon, 2002; Arimura et al., 2005). Varios estudios sugieren que las plantas pueden 
percibir señales volátiles, como se evidencia por cambios en la transcripción de genes 
relacionados con defensa (Gomi et al., 2003; Paschold et al., 2006).  
 
 
1.3.5 Estudios moleculares de la interacción planta-ácaro 
 
El genoma completo (90 megabases) del ácaro Tetranychus urticae ha sido recientemente 
secuenciado (Grbic et al. 2011), siendo uno de los artrópodos herbívoros más polífagos al 
alimentarse de mas de 1.100 plantas de 140 familias distintas. Son varias las características 
biológicas de estos ácaros que los hacen adaptarse fácilmente, en especial, su gran 
habilidad para desarrollar resistencia a insecticidas, rápido desarrollo, alta fecundidad y 
determinación del sexo haplo-diploide. Aunque el genoma del ácaro verde no se encuentra 
secuenciado, el de T. urticae puede ser usado como referencia para el estudio de este 
organismo, debido a su cercanía filogenética. Al igual que T. urticae, el ácaro verde (M. 
tanajoa) pertenece al grupo Chelicerata. Los ácaros se caracterizan por exhibir una gran 
variación en el estilo de vida, un amplio rango de parasitismo para alimentarse de las 
plantas. El ácaro rojo es una plaga agrícola cosmopolita con habilidad para producir tela-
araña, la cual usa para establecer un micro hábitat para la colonia, además sirve para 
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proteger contra agentes abióticos, depredadores y como vía comunicativa de feromonas y 
un vehículo para dispersión. Este ácaro es uno de los artrópodos polífagos, la cual se 
alimenta de más de 1.100 especies de plantas de 140 diferentes familias de plantas. 
Mientras que el ácaro verde es monófago, se alimenta de la familia euforbiácea 
especialmente del genero Manihot. Siendo las plagas que más afectan plantas en 
invernadero como: tomate, pimentón, maíz, soya, manzana y cítricos. Este ácaro rojo tiene 
una gran habilidad para desarrollar resistencia a acaricidas e insecticidas. Estos tipos de 
ácaros se caracterizan por generar resistencia múltiple, sin conocerse las bases genéticas de 
dicha resistencia. El genoma del ácaro rojo cuando se compara con el genoma de insectos y 
de crustáceos presenta atributos únicos. El genoma de este ácaro fue secuenciada mediante 
el método Sanger cubriendo 89,6 megabases (Mb). Se generaron 70.778 secuencias 
expresadas (―EST: expressed sequence tag‖) generadas de sus estados de desarrollo 
(embrión, larva, ninfas y adultos). La anotación completa del genoma es viable en el sitio 
web BOGAS.  
 
1.4 Las tecnologías ómicas en yuca 
Las tecnologías de microarreglos y el secuenciamiento de próxima generación fueron 
ampliamente usadas durante la década pasada para generar los transcriptomas de  cultivos e 
investigar la respuesta molecular a diferentes tipos de estrés. Hoy con las últimas 
tecnologías se puede acceder a estudios de diversidad de secuencias de genes al poder 
evaluar cultivos de especies que han sido secuenciados y no secuenciados mediante 
ontología de genes. Datos de expresión de genes por sí solo no revelan la plena complejidad 
de la respuesta molecular a la perturbación. Además el control a nivel trancripcional, 
transduccional y modificaciones de proteína son importantes mecanismos de regulación que 
controlan la intensidad y especificidad de la respuesta de plantas a la perturbación 
(Vanderschuren et al., 2013). Es por esto que los análisis de proteómica son también 
necesarios. James (1997), acuñó en 1990 el termino proteómica como la descripción de 
proteínas en un organismo, la caracterización de proteínas a nivel de modulación y 
modificaciones en respuesta a perturbación. Durante su inicio los análisis proteómicos 
tuvieron un enfoque cualitativo en donde se describieron perfiles de proteínas de diversos 
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tejidos y orgánelas usando electroforesis con geles de poliacrilamida en dos dimensiones 
(2-D PAGE). Después con el desarrollo la espectrometría de masas y análisis de alto 
rendimiento se posibilitó también la cuantificación de las proteínas.   
Con la reciente secuenciación del genoma de yuca (www.phytozome.net/cassava, DOE 
JGI) se abre la posibilidad de implementar la metodología de cuantificación de proteína sin 
marcaje (Gstaiger & Aebersold, 2009) que permite un análisis rápido de muestras de 
proteína a relativamente bajo costo. La cuantificación de proteínas sin necesidad de marcaje 
ha sido usada con éxito para investigar la modulación del proteoma en el análisis de 
pudrición de raíz en yuca. En un estudio se detectaron 8.960 proteínas de las cuales el 10% 
presenta una modulación significativa durante la evaluación al deterioro fisiológico 
poscosecha (Vanderschuren et al., 2014). El análisis de PCR en tiempo real (qPCR) fue 
usado para confirmar la regulación transcripcional de varias proteínas claves involucradas 
en estreses abióticos y una selección de genes presentaron una expresión diferencial entre 
cultivares susceptibles y resistentes según la tesis doctoral (Owiti, 2009; Owiti et al., 2008). 
Con la ayuda de todas estas tecnologías es posible que la comunidad científica solucione 
otros problemas asociados con la producción de yuca (enfermedades por virus y bacterias, 
sequía, etc.) (Fregene et al., 2006; Contreras Nieto & López, 2008) como también el de 





Por naturaleza los proteomas son grandes y complejos, un gen simple puede dar múltiple 
alternativas de proteínas debido al ―splicing‖ alternativo, polimorfismo en la secuencia y 
modificaciones post-transduccionales. El principio básico del análisis proteómico consisten 
en la separación de proteínas vía electroforesis de gel en una o dos dimensiones de 
poliacrilamida (PAGE), luego las proteínas son digeridas dentro del gel y la extracción de 
péptidos mediante análisis de espectrometría de masas. Técnicas basadas en la no 
separación de proteínas mediante geles han sido desarrolladas para hacer análisis de 
muestras proteómicas complejas, llamados experimentos ―shotgun‖, en los cuales 
proteomas completos son digeridos sin una separación previa de proteínas. Los péptidos 
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son separados mediante cromatografías de fuerte cambio de cationes (SCX), seguidas de un 
análisis de LC-MS/MS en fase reversa (Washburn et al., 2001). 
 
Mucho de los trabajos proteómicos fueron desarrollados primero en especies de plantas 
modelo, analizando perfiles de proteomas, cuantificación de proteínas, interacciones 
proteína-proteínas y modificación post-transduccionales (Baginsky, 2009), además la 
proteómica ha sido usada para investigar dinámica de proteínas en plantas en respuesta a 
estreses biótico y abióticos. En el inicio varios trabajos fueron desarrollados en la 
identificación de proteínas de diferentes tejidos y órganos de Arabidopsis y arroz (Komatsu 
et al., 1993; Kamo et al., 1995). La estrategia basada en espectrometría de masas, empezó a 
ser utilizada en los 90s. Por naturaleza, los proteomas son muy grandes y se caracterizan 
por ser bien complejos. Por ejemplo, un simple gen puede generar múltiples y distintas 
proteínas debido a una serie de eventos como: empalmes alternativos, polimorfismos en la 
secuencia y modificaciones post-transduccionales. También existen técnicas basadas en 
experimentos ―shotgun‖ (de secuenciación aleatoria), en donde todo el proteoma es 
digerido sin separación de proteínas. Los péptidos generados son separados por fuertes 
cambios de carga. Luego se analizan por LC- MS/MS en fase reversa. Otras metodologías 
incorporan al experimento ―shotgun‖ un etiquetado, que puede ser mediante isótopos 
estables por aminoácidos en cultivos celulares (SILAC) (Ong et al., 2002), dilución de 
isótopos (Fairwell et al., 1970), péptidos marcados con isótopos estables (Kuhn et al., 
2004), radiomarcaje de aminoácidos (Sirlin, 1958), estándares de péptidos sintetizados 
químicamente (Gerber et al., 2003), etiquetas de masas en tándem (TMT) (Gygi et al., 
1999), y últimamente, etiquetas isobáricas para cuantificación absoluta y relativa (iTRAQ) 
(Ross et al., 2004). 
 
Los primeros trabajos proteómicos se basaron en geles de dos dimensiones y tecnología 
shotgun para identificar y cuantificar proteínas, al incorporar en la década de los 80 
inmovilización mediante gradiente de pH se mejoróo considerablemente la separación a 
través de geles de dos dimensiones (2-D PAGE), facilitando la comparación directa de 
perfiles de proteína entre las muestras (Rabilloud & Lelong, 2011). Los geles de dos 
dimensiones tienen ciertas restricciones relacionadas con sensibilidad, linearidad y 
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homogeneidad del procedimiento de tinción y su compatibilidad con espectrometría de 
masas. En Arabidopsis thaliana se identificaron mediante 2-D PAGE 6.000 puntos de 
posibles proteínas; de éstas 2.943 usando espectrometría de masas para 663 genes 
diferentes (Giavalisco et al., 2005). En arroz empleando un análisis combinado de 2-D 
PAGE y HPLC espectrometría de masas (MS/MS) se identificaron 2.528 proteínas únicas 
(Koller et al., 2002). Otros trabajos usando 2-D PAGE fueron enfocados en caracterizar 
proteoma de organelas (Friso et al., 2004; Bae et al., 2003) y trabajos relacionados con 
compartimentalización subcelular (Chivasa et al., 2002).  
 
Otro tipo de análisis que puede hacerse mediante la proteómica son las modificaciones 
post-transduccionales de proteínas reguladas y con función importante en un proceso. La 
fosforilación de proteínas en plantas como Arabidopsis y arroz han sido estudiadas 
mediante el análisis fosfoproteómicos a gran escala y la modulación de su fosfoproteoma 
evaluando varias condiciones (Rampitsch & Bykova, 2012). También se han estudiado 
péptidos mediante la identificación de péptidos fosforilados diferencialmente para 
características de interés. Los estudios de proteómica cuantitativa se pueden dividir en el 
uso de etiquetado con isotopos estable y técnicas sin marcaje. Las primeras involucran la 
modificación de los péptidos con marcaje isobárico para cuantificación relativa y absoluta 
(iTRAQ) (Ross et al., 2004), este tipo de estrategias con etiquetado requiere de costosas 
etiquetas de isotopos, uso de ―software‖ específicos y experiencia en análisis de datos. El 
número de muestras analizadas en un experimento es limitado y no todas las muestras 
pueden ser etiquetadas. Las segundas no necesitan ningún tipo de marcaje. 
 
1.5.1 Cuantificación de proteínas sin usar marcaje, espectrometría de masas (“Label-
Free MS”) 
 
Esta técnica se basa en el conteo espectral o la intensidad iónica de precursores peptídicos 
obtenidos por espectrometría de masas. Parte de la asunción que el rango al cual el ión 
precursor peptídico es seleccionado por fragmentación en un espectrómetro de masas está 
correlacionado con su abundancia. En la cuantificación relativa de proteínas, el conteo 
espectral son los promedios dentro de un índice de abundancia de proteína. Además, el 
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método se fundamenta en ciertos parámetros como la masa exacta, el tiempo de vuelo y la 
construcción sobre el alineamiento de los espectros de masa a alta presión. Los péptidos 
son identificados de acuerdo a diferentes corridas de cromatografía líquida basado sobre su 
tiempo coordinado de retención específico y valores precisos de carga de masa (m/z), los 
cuales permiten la cuantificación de todos los péptidos detectados de una muestra biológica 
que están dentro del rango de sensibilidad de un analizador de espectrometría de masas. 
Esta metodología se caracteriza por ser muy económica, puede aplicarse a cualquier 
material biológico y se obtiene una cobertura de proteoma alta, porque cada proteína que es 
identificada por uno o más espectros de péptido puede ser cuantificada. El método sin 
marcaje tiene varias características como una alta profundidad analítica y un rango 
dinámico alto, generando una ventaja cuando se trata de proteínas grandes. 
 
1.5.2 Bioinformática 
En los trabajos de proteómica es necesario conocer las bases de datos de proteínas, en 
donde se encuentran información relacionada con los espectros de diferentes péptidos y 
proteínas, la cual puede ser usada para comparar con los datos generados en un 
experimento. A continuación se habla de las bases de datos primarias y secundarias de 
secuencias de proteínas las cuales ofrecen información clave para la identificación de 
proteínas. 
1.5.2.1 Bases de datos primarias de secuencias de proteínas 
PIR (―Protein Sequence Database‖): fue desarrollada por la Fundación Nacional de Estados 
Unidos para la Investigación Biomédica (NBRF, National Biomedical Research 
Foundation). En la actualidad, PIR mantiene la base de datos de secuencias de proteínas 
PSD (PSD, Protein 36 Sequence Database) que contiene alrededor de 283.000 secuencias 
de un rango taxonómico amplio. También mantiene el NREF (del inglés, ―Non-redundant 
Reference Database‖) una base de datos con más de 1.000.000 secuencias de proteínas e 
iProclass, otra base de datos de familias de proteínas con información sobre estructura y 




MIPS (Munich Information Center for Protein Sequence): recoge y analiza datos de 
secuencia de numerosas fuentes. Actualmente mantiene: (1) PEDANT una base de datos 
que analiza secuencias de muchos genomas de eucariotas (entre ellos ratón y humanos), (2) 
MYGD (del inglés, ―MIPS Yeast Genome Database‖) base de datos para el genoma de 
levaduras (3) MATD (del inglés, MIPS Arabidopsis thaliana Database) encargada de 
procesar las secuencias del genoma secuenciado de este organismo y (4) MEST con 
herramientas de informática para hacer agrupaciones (―clusters‖) de ESTs de humanos. 
 
SWISS-PROT: proporciona información de secuencias de alto nivel, incluyendo 
descripciones de la función de la proteína y de la estructura de sus dominios, 
modificaciones post-transduccionales, etc. La base de datos TrEMBL fue creada como un 
suplemento de SWISSPROT, contiene traducciones de todas las secuencias codificantes del 
EMBL y está dividida en SP-TrEMBL (contiene registros que serán incorporados a 
SWISS-PROT) y REMTrEMBL (con secuencias que no van a ser almacenadas en SWISS-
PROT) (http://us.expasy.org/sprot/). Buscando solucionar el gran problema de proliferación 
de bases de datos primarias se pensó en construir unas que reunieran varias de ellas y que 
se denominaron bases de datos compuestas. Entre ellas: 
 
A. MIPSX, producida en el Instituto Max-Planck que contiene secuencias de diferentes 
fuentes (MIPS, PIR, SWISS37 PROT). 
 
B. SWISS-PROT+TrEMBL, esta es considerada la mejor base de datos de proteínas en el 
mundo, viene de la combinación de dos bases de datos primarias, contiene baja redundancia 
y brinda información de alto nivel. 
 
C. NRDB (del inglés, Non-Redundant Data Base) está construida como parte del NCBI, es 
la plataforma sobre la cual se realizan las búsquedas de similitud en el GenBank. Ésta es 






1.5.2.2 Bases de datos secundarias 
Son el producto del análisis de las bases de datos primarias y compuestas. SWISS-PROT se 
ha radicado como la fuente primaria de la mayoría de bases de datos secundarias. Entre las 
más conocidas se encuentran: PROSITE, PRINTS, que puede caracterizar una secuencia 
dentro de una familia en particular de acuerdo con la presencia de varios dominios 
conservados. Algunos ejemplos son: ENZYME, BLOCKS y PROFILES. Un valioso 
recurso para la comunidad científica que trabaja en plantas lo constituye la base de datos de 
TAIR (del inglés, ―The Arabidopsis Information Resource‖) la cual contiene una variada y 
amplia cantidad de información sobre este organismo modelo. Incluye información 
funcional de genes y proteínas, familias génicas, familias de proteínas, vías metabólicas, 
polimorfismos de secuencia, información sobre germoplasmas y fenotipos, experimentos de 
















2. MODELO METODOLÓGICO 
2.1 Niveles de resistencia del ácaro verde (Mononychellus tanajoa), en el germoplasma 
de yuca (Manihot esculenta Crantz) 
 
2.1.1 Sitio de trabajo, material vegetal y ácaro verde 
La parte experimental de la evaluación fenotípica del ataque del ácaro verde a yuca se 
desarrolló en cuartos de cría e invernadero en la Universidad del Valle, Departamento de 
Biología, sección de Entomología, Cali, Colombia. La parte correspondiente al análisis 
molecular en CIDEIM, Cali, Colombia y en el laboratorio de biotecnología del ETH, en la 
ciudad de Zúrich, Suiza. 
Para la evaluación de la resistencia se usaron plantas in vitro de 6 meses de edad de 10 
genotipos del germoplasma de yuca (NAT-31, CMC-40, COL-1505, PER-182, PER-335, 
ALT-6, ALT-12, 60444, ECU-160, ECU-72). Los genotipos fueron seleccionados en 
términos de su conocimiento sobre los niveles de resistencia a artrópodos plaga y se 
escogio el material CMC-40 usado como genotipo susceptible en trabajos desarrollados por 
CIAT (Tabla 1).  
 
Tabla 1. Genotipos seleccionados para la evaluación al ataque del ácaro verde que presentan tolerancia a esta 














2.1.2 Estrategia para la evaluación fenotípica 
Para la evaluación del ataque del ácaro verde a yuca se diseñaron dos experimentos (I, II). 
En el experimento I, que consistió en ensayos a libre y no libre escogencia, se evaluó el 
ataque del ácaro sobre los 10 genotipos seleccionados, incluido el control negativo. En el II, 
se seleccionaron los cuatro mejores genotipos junto con el control negativo (material menos 
preferido por el ácaro verde) y se evaluaron nuevamente a libre y no libre escogencia. Los 
experimentos I y II se desarrollaron siguiendo la metodología de evaluación de los lóbulos 
de cada genotipo en cajas de Petri (Mesa et al., 1987). Para el análisis proteómico se 
emplearon las evaluaciones a no libre escogencia. De esas evaluaciones se seleccionaron 







2.1.3 Ensayos en cuarto de cría e invernadero 
Los ensayos fueron realizados bajo condiciones de invernadero (25°C ± 5°C en promedio y 
humedad relativa media 70% ± 5 HR). Los ácaros verdes usados en los experimentos se 
obtuvieron de la colonia generada y establecida en la Universidad del Valle, donde son 
continuamente criados sobre plantas del genotipo de yuca M. esculenta CMC-40 (Fig. 1). 
 
Figura 1. Cuarto de cría en donde se genero y estableció la colonia de ácaro verde, M. tanajoa. Bajo 





Figura 2. Invernaderos para la aclimatación de plantas de yuca que venían de propagación in vitro. 
 
2.1.3.1 Evaluación fenotípica de germoplasma de yuca 
Para la selección de materiales con niveles de resistencia, se realizaron evaluaciones 
fenotípicas. Los 10 materiales provenientes de rescate de embrionarios proporcionados por 
la Unidad de Recursos Genéticos del CIAT se multiplicaron in vitro. Posteriormente, se 
propagaron. Todos los materiales se sembraron inicialmente en bolsas plásticas, en el 
laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad del Valle (Figura 3). 
 
2.1.3.1.1 Generación de plantas in vitro de los 10 genotipos de yuca 
Para generar el material vegetal de yuca de los 10 genotipos escogidos para la evaluación 
del ataque se estableció un cuarto de propagación y conservación in vitro de plantas. Una 
vez propagadas se dejaron cuatro meses en el cuarto de crecimiento con temperatura, 
humedad relativa y fotoperiodo controlados (25 ± 2°C, 70 ± 5% RH y 12 horas, 
respectivamente). Las plantas in vitro fueron llevadas al invernadero removiéndolas del 
frasco a una bandeja con agua y se eliminó el medio de agar con macro y micronutrientes 
usado. Luego fueron trasplantadas a bolsas con suelo esterilizado en relación 2:1 de abono 
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y tierra. En el invernadero estuvieron durante tres meses cuando alcanzaron la altura ideal 
para los diferentes experimentos y evaluaciones fenotípicas propuestas (Fig. 2). 
 
 
Figura 3. Cuarto de propagación de las plantas de yuca (A. zona de preparación de medio de cultivo, B. área 
de propagación, C.D. cuartos de crecimiento, propagaciones, E.F. Material de yuca propagado). 
 
2.1.3.1.2 Ensayos a libre y no libre escogencia para preferencia de oviposición 
   
 
Para estimar los parámetros de preferencia y oviposición de M. tanajoa sobre yuca se 
estableció una cría del ácaro siguiendo el protocolo descrito por Mesa et al. (1987). El pie 
de cría fue obtenido 15 días antes del inicio del cuarto de cría por medio de colectas en 
cultivos de yuca en las regiones de Valle del Cauca, Quindío y Tolima. Los ácaros 
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colectados fueron determinados taxonómicamente y se mantuvieron en una cámara de cría 
en el Laboratorio de Entomología de la Universidad del Valle a 25 ± 5°C, 70±5% HR y 12 
h de fotoperiodo (Figura 1) sobre plantas de CMC-40 (material susceptible) de M. 
esculenta. 
 
2.1.3.1.2.1 Experimento I 
Con el objeto de evaluar el ataque a libre y no libre escogencia, el material susceptible 
CMC-40 (control) se enfrentó a los otros nueve genotipos en una caja de Petri (150mm X 
15mm). Lóbulos de cada material, sobre una espuma humedecida con agua, se 
distribuyeron alrededor, en círculo. Al centro se pusieron 20 parejas de ácaros. El ensayo se 
repitió 50 veces. En el caso de no libre escogencia se ponía un solo material (e.g. 60444) y 
se evaluó el ataque en cada uno de los nueve materiales (lóbulos) por separado en una caja 
de Petri. La posición de los materiales en la caja de Petri se rotó en la dirección de las 
manecillas del reloj, con el fin de garantizar independencia y su distribución aleatoria como 
se muestra a continuación (Figura 4): 
 
 
A.                                                                                    B. 
Figura 4. Diseño del experimento en cajas de Petri. A. Ensayo a libre escogencia, B. Ensayo a no libre 




2.1.3.1.2.2 Experimento II 
En esta fase se evaluó, a libre y no libre escogencia, la oviposición sobre cada material 
seleccionado en el experimento anterior. En el ensayo a libre escogencia se evaluaron los 
cuatro materiales (NAT-31, ECU-72, ECU-160 y 60444) (lóbulos) frente al material 
susceptible CMC-40 (control) tal cual como en el anterior ensayo. En el caso de no libre 
escogencia se ponía el mismo material (ej. ECU-72), es decir se evaluó cada uno de los 
cinco materiales (lóbulos) por separado en una caja de Petri. En cada caja de Petri (unidad 
muestral) se pusieron 20 parejas de ácaros (Figura 5) en los diferentes lóbulos, se contó el 
número de huevos puesto por las hembras según su preferencia. En todos los casos se 
hicieron 50 repeticiones. 
 
 
A.                                                                               B. 
Figura 5. Diseño del experimento en cajas de Petri. A. Ensayo a libre escogencia, B. Ensayo a no libre 
escogencia para los cinco genotipos seleccionados en el experimento II. 
 
2.1.3.1.2.3 Tiempos de desarrollo 
En una caja de Petri (150mm x 15mm) se dispuso un lóbulo (50 lóbulos por cada genotipo) 
con un huevo de ácaro (cada caja representó una unidad experimental) y se hicieron 
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observaciones dos veces por día (09:00 y 16:00 horas) bajo un estereoscopio. En cada 
repetición se registró el momento de eclosión así como los cambios en los estados de 
desarrollo hasta adulto y su muerte (Figura 6). 
 
Figura 6. Unidades experimentales utilizadas en el tiempo de desarrollo de M. tanajoa. 1,2. Disposición de 
los lóbulos sobre la caja de petrí y espuma. 3, 4. Disposición de bandejas para ubicar aleatoriamente las 
muestras. 5. Ubicación de las bandejas en estanterías. 6. Sitio de trabajo para la evaluación fenotípica.  
 
2.1.3.2 Análisis estadístico  
 
Diferencias entre los valores medios para las pruebas a libre y no libre escogencia fueron 
analizados usando análisis de varianza (ANOVA). Una prueba de Tukey Student fue usada 
para comparación múltiple y las medias fueron comparadas mediante in t-student utilizando 
el paquete estadístico R software desarrollado por el programa estadístico (¨Development 
Core Team 2014¨). Las diferencias entre los valores medios para preferencia de 
oviposición, permanencia de hospedero, rango de oviposición y tiempo de desarrollo fueron 
analizadas usando ANOVA de una sola vía.  
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2.2 Análisis proteómico de la respuesta direccional en la interacción yuca (Manihot 
esculenta Crantz) – ácaro verde (Mononychellus tanajoa) 
 
2.2.1 Análisis proteómico 
2.2.1.1 Estrategia para análisis “Label-Free MS” 
En el diseño experimental se tuvo en cuenta tres aspectos claves. Primero, las unidades 
experimentales, que en este estudio fue una y que permiten incrementar la significancia 
estadística al extrapolar los resultados a términos generales y tener confianza en la 
reproducibilidad de los resultados; la segunda el error experimental. Al mezclar (hacer 
agrupamientos) muestras se aumenta la precisión de las pruebas de tratamiento. Y la 
tercera, las réplicas técnicas. En este caso (agrupamientos de hojas de tres plantas) 
aumentan el poder del experimento y generan una base para establecer diferencias dentro 
de tratamientos.  
Para el análisis ―Label-Free MS‖ solo se tomaron y analizaron muestras de hojas de dos 
genotipos de yuca. Los genotipos a comparar fueron: NAT-31, según las evaluaciones 
fenotípicas, material altamente resistente y 60444, considerado como más susceptible 
cuando se comparó con CMC-40.  
A continuación se presenta el diseño del experimento para los análisis transcriptómicos y 
proteómicos. Se tomaron muestras de hojas en nitrógeno líquido para posterior análisis 
molecular a partir de un experimento a no libre escogencia evaluando cinco tiempos 
durante la interacción del sistema yuca – ácaro verde: 
Tiempos de muestreo: 
 
0 h (es el tiempo en donde no hay infestación, es decir las plantas de yuca y los ácaros no 
están en contacto). 
 




24 h (según las evaluaciones fenotípicas, se estimó como el momento en donde hay un 
contacto directo entre los genotipos de yuca y el ácaro verde). 
 
4 días (se considera que existe una interacción continua, en donde el ácaro se establece y 
empieza a colonizar la planta). 
 
8 días (tiempo en donde se ha establecido la colonia del ácaro). 
 
 El experimento solo tuvo una réplica biológica (una repetición en el tiempo). 
 El experimento tuvo 4 repeticiones técnicas en los ensayos fenotípicos del ataque. 
 El experimento tuvo 4 repeticiones técnicas para el análisis proteómico. 
 
En total fueron extraídas 36 muestras de proteínas (40 condiciones, 4 réplicas) (Anexo A). 
Las muestras de proteína fueron procesadas de acuerdo a los protocolos FGCZ (Functional 
Genomic Center Zurich). Los datos de yuca generados por proteómica fueron analizados 
usando el genoma de referencia de yuca. Los análisis de datos fueron enfocados sobre 
proteínas reguladas diferencialmente (comparación entre NAT-31-resistente (4 días vs. 24h 
vs. 0h vs. 6h vs. 8 días) y 60444-susceptible (4 días vs. 24h vs. 0h vs. 6h vs. 8 días), NAT-









Tabla 2. Tipo de muestras, tiempos y comparaciones entre tiempos. 
 
 
2.2.2 Secuenciación y análisis bioinformático 
Para el caso del análisis ―Label-Free MS‖ (LTQ Orbitrap Veloz), las secuencias de 
aminoácidos fueron usadas para la identificación de proteínas, las cuales fueron 
comparadas por ¨tblastn¨ (htttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra todos los ESTs 
reportados para Manihot esculenta en el Genbank. Para el caso de las secuencias 
provenientes de ―Label-Free MS‖ (espectrometría de masas sin marcaje) fueron 
comparados con los EST de yuca, luego ensamblados dentro de ―contigs‖ y ―singletones‖ 
usando el CAP3 software ensamblaje de secuencia 
(http://deepc2.psi.iastate.edu/aat/cap/cap.html) y la predicción de la proteína codificada a 







2.2.3 Análisis “Label-Free MS” 
 
Para hacer el análisis de ―label-free MS‖ es necesario extraer las proteínas totales de las 
muestras a ser analizadas. 
 
2.2.3.1 Extracción de proteínas 
 
La extracción de proteínas se realizó según protocolo establecido en el ETH (anexo B). Se 
extrajeron, de los diferentes genotipos de yuca, proteínas totales para ser analizadas 
mediante Label-Free MS. Hojas de yuca fueron maceradas con nitrógeno liquido, las 
proteínas totales fueron extraídas de maceración de hojas con un buffer de extracción con 
SDS (4% [w/v] SDS, 40 mM tris base, y 2x de EDTA libre de inhibidor de proteasa 
[Roche] en una relación 1:2 [w/v]). Ese extracto fue ultracentrifugado a 100.000g por 45 
minutos para remover contaminantes y las proteínas fueron cuantificadas mediante ensayos 
de BCA (Pierce).  
 
2.2.3.2 Cuantificación de proteínas 
 
Es necesario cuantificar las proteínas para estimar la concentración con el fin de preparar 
todas las muestras a la misma concentración para los experimentos de electroforesis. Para la 
estimación de la concentración se hicieron ensayos colorimétricos BCA (Pierce 
Biotechnology, Socochim SA, Lausana) compatibles con muchos detergentes iónicos y no 
iónicos,  que permite cuantificar entre 1 a 40µg de proteína. En el anexo C se encuentra el 
protocolo para la estimación de proteínas. 
 
2.2.3.3 Preparación y corrida del gel en una dimensión (1DE) 
 
Una electroforesis en una dimensión fue realizada en 12,5 % SDS – gel de poliacrilamida,  
usando el Ettan DaltII System Gel Caster (GE Healthcare, RU). En el anexo D se encuentra 





2.2.3.4 Fijación, teñido y desteñido de los geles 
 
Los geles fueron fijados y teñidos toda la noche en solución de azul de Coomassie (50% 
solución de Coomassie, 40% metanol). Luego fueron fijados en la solución de desteñido I 
(50% metanol, 10% ácido acético), dos veces durante 30 minutos con agitación. Después 
fijados en la solución de desteñido II (7,5% metanol, 7,5% ácido acético) todo el tiempo 
necesario.  
 
2.2.3.5 Escaneo de imagen del gel  
 
Los geles fueron escaneados en un equipo de Microtek (ScanMaker 9800 XL; TMA1600), 
para tener un registro de proteínas totales de las muestras. 
 
2.2.3.6 Corte de fracciones del gel  
 
Una vez corrido el gel se procedió a teñirlo y luego a desteñirlo para fraccionarlo en cinco 
partes iguales, por muestra (piezas del gel con tamaños iguales entre ellas). Cada pieza de 
gel fue llevada a un tubo eppendorf de 2 ml, y se siguió el protocolo como se indica en el 
anexo D. 
 
2.2.3.7 Digestión de proteínas 
 
Después de cortadas las fracciones del gel, cada trozo fue digerido usando tripsina grado 
secuenciación (20 μg Promega) a una concentración correspondiente a 5% de proteína por 
peso a 16 h a 37°C. Los péptidos para cada muestra fueron llevados a un volumen final de 
50 μL (ver anexo E). 
 
2.2.3.8 Purificación de péptidos  
 
Después de la digestión de las proteínas las piezas del gel fueron desalificadas usando 
―ZipTips μ-C18‖, en fase reversa. En el anexo F se encuentra el protocolo usado para la 
purificación de péptidos. 
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2.2.3.9 Análisis mediante espectrometría de masas 
 
Los péptidos fueron analizados en un equipo LTQ Orbitrap Veloz (HPLC-MS) (Fisher 
Scientific). Este equipo está formado por un sistema de cromatografía líquida acoplado a un 
chorro eléctrico (―electrospray‖) e ionización ―nanoelectrospray‖ asegurando un alto grado 
de automatización  y rendimiento. Con el equipo se alcanzó en 0,4s una resolución de masa 
de 30.000 m/z. Los picos espectrales fueron seleccionados según estos criterios: rango de 
masa: 800 a 4.000 Da; mínima señal de ruido (S/N) para adquisición de MS/MS: 100; 
máximo número de picos/puntos: 8. Aquellos picos que no alcanzaron el umbral, 
igualmente fueron incluidos en la lista de MS/MS. La colisión de disociación inducida de 
los péptidos (CID) fue realizada a una energía de colisión de 1 kV y una presión de gas de 
colisión de aproximadamente 2,5 x 10-6 Torr. En este método, un mínimo de 1.000 
disparos (20 sub-espectro acumulado de 50 disparos de laser cada uno) y un máximo de 
2.000 disparos (40 sub-espectro) fueron permitidos para cada espectro. La acumulación de 
disparos de laser adicionales fue detenida cuando al menos seis señales iónicas con un S/N 
de al menos 60 estaban presentes en el espectro MS/MS acumulado, en la región  por 
encima m/z 200. 
 
2.2.3.10 Identificación de péptidos y proteínas mediante investigación en bases de 
datos 
 
El servicio GPS (Global Proteome Server) Explorer Software (Applied Biosystems) fue 
usado para analizar datos adquiridos con el LTQ Orbitrap Veloz (HPLC-MS) para 
investigar en la base de datos. Los datos de MS y MS/MS fueron buscados usando el 
programa Mascot version 2.1.0 (Matrix Science, Londres, RU). Todas las búsquedas fueron 
eficientemente contrastadas en la base de datos Viridiplantae de UniProt (base de datos 
libre que contiene 495.180 secuencias de proteínas). Las siguientes opciones de búsqueda 
fueron usadas: máximo divisiones por mezcla: 1; máximo número de señales por espectro: 
55; tolerancia de masa del péptido: 25 ppm MS/MS tolerancia: 0,2 a 0,3 Da. Las 
mediciones de espectrometría de masas fueron eficientes sobre un LTQ Orbitrap Veloz 
(HPLC-MS). El MS/MS espectro fue buscado frente una base de datos de EST de yuca 
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(establecido en base de datos de 2005 y que contiene 300.000 ESTs). La tolerancia de masa 
fue establecida a 35 ppm, con tolerancia de una división por mezcla. Las proteínas fueron 
identificadas de acuerdo a los criterios de significancia del programa de búsqueda. 
 
 
2.2.4 Análisis estadístico de datos “Label-Free MS”  
 
Los experimentos relacionados con proteómica cuantitativa fueron usados para analizar 
cambios en abundancia de proteínas en un experimento de muestras tratadas comparadas 
contra una condición control. El primer paso para procesar los datos fue normalizarlos para 
corregir errores técnicos, como en la mezcla de la muestra, diferencias en la ionización, etc. 
Ciertos parámetros son empleados para normalizar: recuento total de iones, número total de 
espectro, o el radio promedio de las proteínas más abundantes. La transformación 
logarítmica de los coeficientes es común para armonizar varianzas. 
 
Siguiendo los análisis de cada reacción mediante ―GPS Explorer‖, el control (0h) para cada 
una de las muestras fue seleccionado como el denominador para calcular los cambios de 
perfil de cada proteína. Una proporción de uno, fue asignada al tiempo escogido como 
denominador en cada uno de los casos. En este sentido, una lectura fue obtenida de cada 
uno de los tres tiempos incluidos en cada reacción. Una combinación de análisis de 
secuencia bidireccional (en sentido hacia adelante y reversa) en la base de datos 
(Viridiplantae), con el fin de investigar y estimar los rangos en donde las proteínas pueden 
ser falsos positivos y el método de acuerdo a Käll et al. (2008) fue usado para calcular el 
rango de falsos descubiertos (FDR scores-Nivel de significancia para encontrar falsos 
positivos). 
 
Las proteínas identificadas fueron mapeadas para ortólogos putativos en Arabidopsis 
thaliana (NCBI, NC_003070.5; GI: 42592260; 04-NOV-2005) alineando cada secuencia de 
los ocho grupos de datos contra todas las secuencias de aminoácidos de Arabidopsis 
(Smith-Waterman, límite de significancia 1e-20-valor mínimo para encontrar similaridad 




Para el análisis proteómico se hizo un análisis t student (T-test, Welch, 1947; Grossmann et 
al 2010) utilizando el software MeV™ (Multi experiment Viewer versión 4.4), teniendo en 
cuenta los siguientes parámetros: solo se consideraron genes con una proporción de 
expresión ≥ 1,5 y ≤ -1,5 y P < 0,01. Los valores delta (δ) y los resultados de progénesis para 
cada tiempo. Para progénesis los criterios de selección que se tuvieron en cuenta fueron: 
 
-Un umbral de expresión (―fold-change‖) para las proteínas inducidas >2,0 y para las 
proteínas reprimidas <2,0. 
 
-Una FDR (tasa de descubrimiento de falsos positivos, en inglés ―false discovery rates‖) 
<10%. 
 
El doble cambio fue calculado a partir del radio de intensidad de los iones reportados por el 
software orbitrap obtenidos por péptidos derivados del tiempo 0h durante la interacción 
(muestra de referencia) comparados a los derivados de 6h y 24h en la respuesta temprana al 
ataque y péptidos derivados del tiempo 0h comparados a esos derivados de 4 días y 8 días 
en la respuesta tardía al ataque. Usamos el corte de 2,0 veces un cambio para designar 
proteínas sobre-reguladas y de baja regulación. Después de esta comparación solo se 
consideraron como diferenciales los genes que cumplieran con los parámetros dados por los 
dos análisis. Se utilizara el programa ―Map-Man‖ el cual ubica las proteínas dentro de 
grupos funcionales al compararlo con unas proteínas ortólogas en Arabidopsis mediante un 
análisis estadístico. La clasificación de ―bins‖ (proteínas categorizadas en una base de 
datos) de ―mapman‖ de las mejores secuencias ortólogas de Arabidopsis fue usada para 
asignar proteínas a vías específicas. El cambio promedio en la expresión de proteínas en los 
diferentes tiempos durante el ataque del ácaro verde, fue probado en comparación con el 










3.1 Niveles de resistencia al ácaro verde, Mononychellus tanajoa, en el germoplasma 
de yuca (Manihot esculenta Crantz) 
 
3.1.1 Preferencia de oviposición y rango de oviposición 
Las tablas 3 y 4 resumen los resultados obtenidos de los experimentos I y II en términos de 
permanencia de hospedero, preferencia de oviposición y rango de oviposición. La 
preferencia de oviposición de M. tanajoa sobre los hospederos examinados estuvo en un 
rango de 1,5-27,1 huevos/hembra (a libre escogencia) y 1,9-12,5 huevos/hembra (sin libre 
escogencia) (Tabla 3). La fertilidad fue 3-4 veces más alta sobre las accesiones 60444 y 
CMC40. Esto fue significativamente diferente comparado con los otros materiales en los 
dos experimentos a libre y no libre escogencia. Sin embargo, no hubo diferencia 
significativa entre ALT12, COL1505, PER182, PER335, ECU72 y ECU160.  
 
 
Tabla 3. Permanencia de hospedero (No. hembras/día/genotipo) y preferencia de oviposición 
medido por No. huevos/genotipo y promedio de rango de oviposición de M. tanajoa sobre 10 
genotipos de M. esculenta en una primera selección para ambos a libre (línea superior) y no-libre 







ANOVA P < 0,0001, seguido por la prueba de student-Tukey P < 0,05. (Números en paréntesis representan 
rangos).
 *
Media dentro de una columna, seguida por la misma letra, no son significativamente diferentes al  
5%. 
 
Tabla 4. Segunda selección de las características con los genotipos seleccionados, preferencia de 
oviposición y rango de oviposición (huevos/hembra/2 días) de M. tanajoa sobre cinco genotipos de 
yuca comparado con el susceptible CMC-40. 
 
ANOVA P < 0,0001, seguido por la prueba de Student-Tukey P < 0,05. 
(Número en paréntesis representa rangos). 
*






3.1.2 Rango de oviposición  
En todas las plantas hospederas, las hembras de M. tanajoa inician la oviposición a las 
primeras 24h y en el cuarto día han ovipositado entre el 90 y 100% sobre los genotipos, 
cuando se compara con el material 60444 (Figuras 8 y 9). Se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre los genotipos cuando se compararon con el material 
CMC40 (P < 0,05). En este parámetro se puede observar la tendencia que tiene el ácaro 
verde sobre los genotipos de yuca, probablemente los materiales de yuca pueden presentar 
patrones de infestación y respuesta de defensa similares en las primeras 24h. El promedio 
de rango de oviposición fue significativamente diferente entre los genotipos y el material 
CMC40 (P < 0,05), en el experimento I, para ensayos a libre escogencia, el material 60444 
fue en el que el ácaro ovopositó más (9,9 huevos/hembra/2 días) y el más bajo sobre el 
material NAT31 (0,42 huevos/hembra/2 días) (Tabla 4). Para los ensayos a no libre 
escogencia el material con el más alto rango de oviposición fue 60444 (4,5 
huevos/hembra/2 días) mientras que ALT6 fue el de más bajo (0,5 huevos/hembra/2 días). 
En el experimento II, en los ensayos a libre escogencia, igualmente 60444 presenta alta 
oviposición (19,12 huevos/hembra/2 días) y NAT31 una baja oviposición (5,34 
huevos/hembra/2 días), todos estos datos están reportados en la tabla 4. Se confirma la 
tendencia de los materiales con los ensayos a no libre escogencia: el material 60444 
presenta niveles altos (13,34 huevos/hembra/2 días) mientras que NAT31 presenta niveles 
bajos (4,4 huevos/hembra/2 días). Sin embargo, los rangos de alta oviposición registrados 
entre los genotipos fue del 35% más bajo que el 60444 (Tabla 4).  
 
3.1.3 Tiempo de desarrollo y proporción de hembras 
Los tiempos de desarrollo entre los genotipos y el material ECU-160 fueron 
significativamente diferentes, incluyendo el genotipo CMC40 (P < 0,05) (Tabla 5). El 
tiempo de desarrollo (huevo-adulto) varió entre genotipos, siendo más corto sobre el 




Tabla 5. Tiempo de desarrollo en días, y proporción de hembras M. tanajoa sobre genotipos de yuca. CMC40 
(=susceptible) 
 
ANOVA P < 0,0001, seguido por la prueba Student-Tukey P < 0,05. (Numero en paréntesis representa 
rangos). 
a
Media dentro de una columna, seguida por la misma letra, no es significativamente diferente al 5%. 
 
Tabla 6. Tiempo de desarrollo en días por estadios de M. tanajoa sobre genotipos de yuca y el material 
susceptible CMC40. 
 
ANOVA P < 0,0001, seguido por la prueba Student-Tukey P < 0,05 (Número en paréntesis representa  
rangos). 
a
Media dentro de una columna, seguida por la misma letra, no son significativamente diferente al 5%. 
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El material ECU160 difiere en tiempo de desarrollo (huevo-adulto) al compararse con los 
otros nueve genotipos (Figura 8), existe diferencia significativa entre los estadios de los 
diferentes genotipos, en el estadio de huevo el genotipo con el tiempo más corto es ALT12 
(3,5 días) y los materiales con un estadio largo están NAT31 (6,22 días), COL1505 (5,82 
días), PER182 (5,27 días), PER335 (6,27 días), 60444 (6,12 días). En el estadio de larva el 
genotipo con tiempo más corto es PER182 (0,67 días) y el más largo ECU72 (3,65 días) y 
CMC40 (4,52 días). En protocrisálida el tiempo más corto estuvo en PER335 (0,45 días) y 
el tiempo más largo CMC40 (1,85 días). Para protoninfa el tiempo más corto fue NAT31 
(1,10 días) y el tiempo más largo ALT6 (2,87). En deutocrisálida el tiempo más corto fue 
ECU160 (0,80 días) y el tiempo más largo 60444 (1,30 días). Para el estadio deutoninfa el 
tiempo más corto fue NAT31 (0,67 días) y el tiempo más largo ECU72 (2,27 días). En 
teliocrisálida, los materiales ECU72 (0,0 días) y ECU160 (0,0 días) no presentan este 
estadio y el tiempo más largo es ALT12 (1,05 días). Y en adulto el tiempo más corto 
ECU160 (1,05 días) y el tiempo más largo ALT12 (3,5 días) (Tabla 6). Se puede decir que 
el material NAT31 presenta tiempos cortos en protoninfa y deutoninfa, los cuales son 
estadios claves en el ciclo de vida del ácaro. Los materiales ECU72 y ECU160 tienden a 
suprimir los estadios de quiescencia. Se podría decir que en los materiales NAT31, ECU72 
y ECU160 el suprimir y tener tiempos cortos puede ser debido a un posible mecanismo que 
exhiben niveles de resistencia. En casi todos los genotipos la proporción de hembras no fue 
afectada cuando las poblaciones de M. tanajoa se desarrollaron sobre ellos (Tabla 5) siendo 
de 0,9:0,1. Es importante mencionar que las hembras son las que deciden qué huevo será 









3.1.4 Preferencia de oviposición/libre escogencia 
Los resultados de los ensayos a libre escogencia para preferencia de oviposición para los 
experimentos I y II se presentan en las figuras 8 y 9. Diferencias significativas fueron 
establecidas entre el número de huevos que oviposito el ácaro verde sobre los diez 
genotipos al ser comparados con el material susceptible (CMC40) (P<0,05) (Figuras 8, 9). 
Este parámetro tiene el mismo comportamiento para el material CMC40 lo que indica una 
tendencia total de susceptibilidad. Para el experimento I, el rango de oviposición fue 1,5-
27,1 huevo/hembra/8 días, y el experimento II fue de 7,9-35,42 huevo/hembra/8 días 
(Figuras 8A, 9A). En el experimento I, el genotipo 60444 (27,1 huevos) y PER335 (17,5 
huevos) presentaron una alta oviposición. Los genotipos menos preferidos para oviposición 
por M. tanajoa fueron NAT31 (1,5 huevos) y ALT 6 (3,3 huevos), con 89,8% y 77,7%, 
respectivamente, comparados con CMC40 (14,8 huevos) (Figura 8A). Para el experimento 
II, la preferencia de oviposición para los genotipos 60444 (31,11 huevos) y ECU72 (35,42 
huevos) presentaron la misma tendencia cuando se compara con el material CMC40 (29,12 
huevos). Igualmente que en el experimento I, el material NAT31 es el menos preferido por 
el ácaro verde (7,90 huevos).  
 
 




3.1.5 Preferencia de oviposición/no libre escogencia 
La preferencia de oviposición en ensayos a no libre escogencia fue significativa diferente 
en los genotipos  NAT31 y ALT6 al compararse con los resultados del genotipo susceptible 
(CMC40) (Figura 8) (P<0,05). Estos dos materiales tienen la misma tendencia a la 
preferencia de oviposición. Para el experimento I, el rango de oviposición estuvo de 2,2-
12,5 huevo/hembra/8 días, y el experimento II tuvo un rango de 4,67-14,03 huevo/hembra/8 
días (Figura 8B y 9B). En el experimento I, los genotipos 60444 (12,5 huevos) y PER335 
(7,7 huevos) tienen oviposición alta; sin embargo, el promedio del material 60444 tuvo una 
diferencia de 1,9 huevos, cuando se comparó con CMC40. Los genotipos menos preferidos 
fueron NAT31 (2,2 huevos) y ALT6 (1,9 huevos), con 79,2% y 82% menos preferidos para 
oviposición, respectivamente (Figura 8B). Para el experimento II, los genotipos 60444 
(14,03 huevos) y ECU72 (9,48 huevos) presentaron una alta oviposición cuando se 
comparó con CMC40 (7,48 huevos) (Figura 9B). Igual que en el experimento I, NAT31 es 
el menos preferido por el ácaro verde (4,67 huevos).  
 






3.2 Análisis proteómico de la respuesta direccional en la interacción yuca (Manihot 
esculenta Crantz) – ácaro verde (Mononychellus tanajoa) 
 
Las alteraciones en el proteoma de yuca durante la respuesta de defensa temprana y tardía 
al ataque del ácaro verde fueron monitoreadas mediante aproximaciones de geles de una 
dimensión (1D) y espectrometría de masas con proteínas sin marcaje (―Label free – 
orbitrap‖). El estudio identificó nuevas proteínas reguladas durante la respuesta de defensa 
temprana y tardía ante el ataque del ácaro verde y también confirmó la regulación de 
algunas proteínas desconocidas asociadas a la interacción (Tabla 7). El estudio proteómico 
mediante la electroforesis en 1D y ―label free-orbitrap‖ se utilizó para identificar y 
comparar proteínas que son diferencialmente reguladas entre los genotipos contrastantes 
(NAT31-resistente y 60444-―susceptible‖) y entre la respuesta de defensa durante la 
interacción evaluada en 5 tiempos (0h, 6h, 24h, 4 días y 8 días). 
 
Estas herramientas y técnicas proteómicas pueden ser efectivas para entender procesos 
moleculares y ayudar a comprender la complejidad de las redes de señalización en las 
interacciones entre yuca – ácaro verde. Las proteínas inducidas durante el ataque del ácaro 
verde estuvieron asociadas con el metabolismo de pared celular, biosíntesis de metabolismo 
secundario, respuesta de defensa a estrés biótico, regulación de estrés oxidativo y funciones 
metabólicas ¨housekeeping¨ (niveles básicos). Las proteínas identificadas como reprimidas 
estuvieron asociadas con modificación de ADN, señalización, proceso de síntesis de 
proteínas, entre otras (Tablas 8 y 9). Se abordará primero la descripción de forma general 
de las rutas y vías metabólicas, genes que fueron regulados para los dos materiales (NAT31 
y 60444) durante el ataque del ácaro verde en dos tiempos de interacción; la temprana 
establecida a las 6h y 24h y otra tardía a los 4 y 8 días. Después se hablará de los procesos 
biológicos específicos que mostraron una expresión diferencial relacionados con los 






3.2.1 Análisis de cambio de proteínas durante la interacción yuca – ácaro verde  
 
Se detectaron, aproximadamente, 5.000 – 5.500 proteínas para cada uno de los dos 
genotipos evaluados (NAT31 material resistente, 60444 material ―susceptible‖) (Datos que 
no se muestran, pero pueden encontrarse en: www.pep2pro.ethz.ch). Vale la pena aclarar 
que en el tiempo (0h) la planta de yuca no está interactuando con el ácaro verde y es 
diferente al genotipo susceptible. Y los tiempos (6h, 24h, 4d, 8d) fueron comparados 
usando el programa Progénesis LCMS versión 4.0 (Nonlinear Dynamics), una herramienta 
desarrollada para cuantificar datos producidos por cromatografía liquida – SM sin marcaje 
(Grossmann et al., 2010). Progénesis básicamente genera un flujo de trabajo con el fin de 
comparar los datos suministrados en LC-MS para cuantificar la abundancia de las proteínas 
en el experimento. Es decir, hace una comparación de proteínas basado sobre su 
abundancia, para lo cual normaliza los péptidos calculados cuantificándolos mediante el 
método ―top-three protein quantification‖ (T3PQ) (Silva et al., 2006; Grossmann et al., 
2010). La información presentada en las tablas suplementarias para cada tiempo indica la 
regulación de las proteínas según su abundancia en cada uno de los tiempos.  
 
Se usó la base de datos TAIR8 de anotación de ontología de genes (GO) (Berardini et al., 
2004) para evaluar la distribución de las proteínas reguladas e identificadas por ―Label-
free-orbitrap‖ dentro de diferentes categorías de funciones biológicas y luego comparar los 
resultados con toda la anotación del genoma de A. thaliana para determinar cuáles 
categorías eran inducidas o reprimidas. El análisis reveló una inducción de proteínas con 
anotación funcional para proteínas de metabolismo primario, otros procesos metabólicos 
como el secundario, respuesta a estrés, respuesta a estímulo biótico, de tipo ataque de 
insectos y una represión de proteínas involucradas en procesos biológicos tales como 
regulación transcripcional. De forma similar, las proteínas reprimidas fueron enriquecidas 
(comparadas en varias bases de datos) empleando el programa PlantGSEA, ampliando esas 
proteínas reprimidas con categorías funcionales correspondientes a metabolismo de 
proteínas de Arabidopsis, otras respuestas celulares, respuesta a estímulo biótico, respuesta 
a estrés, y representadas en las categorías funcionales correspondiente a la transcripción 
(Tablas 7 y 8).  
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3.2.2 Proteínas reguladas a las 6hs, 24hs, 4 y 8 días después del ataque 
 
Todos los resultados pertenecen al experimento a no libre escogencia para los genotipos 
NAT31 y 60444 durante la interacción con el ácaro verde en cuatro diferentes tiempos 
denominados: una respuesta temprana (6h y 24h) y otros tardíos (4 y 8 días). Se identificó 
un total de 5.230 proteínas para el genotipo NAT31 y 5.490 para 60444.  
 
El análisis con Progénesis reveló un total de 840 proteínas inducidas o con regulación 
diferencial para los dos genotipos para proteínas con valores mínimos de cambio en la 
regulación al compararse con el control 0h de 2,0 veces el cambio de diferencia en la 
regulación para las 6h, 24h, 4 días y 8 días de tiempo muestreado cuando son comparadas 
con el control 0h (p<0,01) (Tablas suplementarias 1 a 18, en estas se resumen las proteínas 
inducidas y reprimidas para los dos genotipos y su agrupamiento en categorías funcionales. 
El valor en los diferentes tiempos es la regulación de las proteínas al compararse con el 
control). En contraste, las proteínas reprimidas, con valor menor a 2,0 veces, fueron de 
1.160 (Tablas suplementarias 1 a 18). Durante la interacción de yuca con el ácaro verde en 
la respuesta temprana (6 y 24h) y tardía (4 y 8 días), se encontraron aproximadamente unas 
600 proteínas reguladas, de las cuales 493 en el genotipo 60444 y 107 en NAT31; mientras 
556 proteínas no reguladas, de las cuales 436 de 60444 y 120 de NAT31 (Tabla 7).  
Algunas de las diferencias en las proteínas entre los diferentes tiempos evaluados sólo 
fueron detectadas en el tiempo de 0h pero estuvieron ausentes a las 24h y fueron 
nuevamente detectadas a los 8 días, una posible explicación puede ser que fueron 
silenciadas. Las proteínas de choque térmico, alcohol deshidrogenasa, enzima málica, y una 
proteína hipotética fueron detectadas en el tiempo 0h, pero no se presentaron en el tiempo 
24h en el gel, sugiriendo cambios cualitativos en los perfiles de proteínas, las cuales pueden 







Tabla 7. Proteínas inducidas y reprimidas (p<0,01) en los genotipos NAT31 (resistente) y 60444 
(―susceptible‖). El control es 0h, respuesta temprana es 6h - 24h y respuesta tardía es 4 días – 8 días. 
 
Proteínas seleccionadas por presentar valores mayores 2,0 veces el cambio de diferencia en la regulación. 
 
3.2.3 Clasificación de proteínas dentro de rutas metabólicas  
 
Las proteínas fueron identificadas como reguladas cuando se comparó el cambio en la 
regulación de las proteínas entre los diferentes tiempos evaluados (6h, 24h, 4días y 8 días) 
con el control 0h. Para evaluar las proteínas identificadas con el programa Progénesis, éstas 
se clasificaron jerárquicamente en grupos funcionales. El papel fisiológico de las proteínas 
que fueron significativamente inducidas o reprimidas en todos los tiempos durante el ataque 
del ácaro verde al compararse con el control fueron visualizadas con el software ―Map-
Man‖ (Thimm et al., 2004). Este gráfico muestra una visión general del modelo de 
regulación de las proteínas / enzimas que cambian durante la interacción de yuca con el 




El análisis reveló que el genotipo ―susceptible‖ 60444 presenta una pronunciada sobre-
regulación (inducción) de proteínas relacionadas con regulación de estrés biótico, de 
resistencia, genes de proteínas PR, vías de metabolismo secundario y regulación redox, 
como enzimas involucradas en degradación de proteínas. También se identificaron 
proteínas desconocidas. Éstas, probablemente, permitirían la identificación de proteínas 
nuevas relacionadas con el ataque de artrópodos plaga. En total 10.720 proteínas 
(confidencia fin de corte > 90 %) fueron identificadas de las cuatros réplicas técnicas 
(5.490 del genotipo susceptible 60444 y 5.230 del resistente NAT31) al ser buscadas en la 
base de datos Viridiplantae (que contiene 495.180 secuencias de proteínas). Debido a la 
redundancia en la identidad de cada proteína, se usaron ortólogos de las proteínas de A. 
thaliana para identificarlas y esto condujo a la identificación de genes ortólogos (proteínas 
únicas). Se identificaron algunas secuencias homólogas a proteínas que hacen parte de la 
respuesta a estrés biótico y abiótico. Se encontraron proteínas relacionadas con defensa de 
la planta al ataque de patógenos y plagas, proteínas que actúan en el reconocimiento de la 
plaga, otras que participan en el desarrollo de estrés oxidativo que muy probablemente 
activan la respuesta hipersensible (HR), otras que pueden activar vías completas de 
señalización como las vías de JA, ET y SA. También aquellas relacionadas con hormonas 
como: auxinas, brasinoesteroides y ABA. Se encontraron secuencias relacionadas con la 
pared celular, betaglucanasa, proteólisis, MAPKinasas, factores de transcripción, proteínas 
de choque térmico y metabolismo secundario. En la tabla 8, se presenta la clasificación de 
las proteínas por categorías funcionales inferidas por OG (ontología de genes), obtenida de 
la interacción y la respuesta de yuca al ataque de M. tanajoa, para los dos genotipos y los 
diferentes tiempos evaluados (6h, 24h, 4días y 8días) (Tabla 8). También se establece el 
número de proteínas y aquellas identificadas con el programa Progénesis para los 




Tabla 8. Clasificación y número de proteínas por categorías funcionales inferidas por OG, obtenidos en 




Proceso biológico No proteínas en NAT31 No proteínas en 60444 
Fotosíntesis 137 141 
Metabolismo mayor de CHO 42 69 
Metabolismo menor de CHO 7 48 
Glicolisis 39 33 
Fermentación 5 10 
Glucogénesis/Ciclo de glioxilato 4 5 
OPP 5 23 
TCA/org. Transformación 4 64 
Transporte mitocondrial de 
electrones/ATP 
1 21 
Pared celular  26 107 
Metabolismo de lípidos 42 91 
Metabolismo de nitrógeno 14 20 
Metabolismo de aminoácidos 88 285 
Asimilación de azufre 4 4 
Metales  4 11 
Metabolismo secundario 78 163 
Metabolismo hormonal 40 83 
Co-factor y metabolismo de vitaminas 3 18 
Síntesis de tetrapirroles 8 24 
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Estrés biótico 89 110 
Estado redox 38 57 
Metabolismo de poliamina 3 12 
Metabolismo de nucleótidos 24 80 
Biodegradación de cenobióticos 3 10 
Metabolismo de carbono 5 2 
MISC 103 171 
ARN 74 272 
ADN 18 68 
Proteínas 314 732 
Señalización 35 101 
Procesos celulares 25 134 
micro ARN 0 0 
Desarrollo 26 60 
Transporte 35 147 
Nutrición mineral 2 1 
Genes no asignados 190 510 







3.2.4 Proteínas reguladas relacionadas con estrés biótico 
 
Una de las vías que fuertemente se activó induciendo y reprimiendo proteínas está la 
relacionada con estrés biótico. Al comparar los genotipos contrastantes (NAT31 y 60444) 
se identificaron vías en común y otras que se diferencian durante la interacción de yuca con 
el ácaro verde. Se evidenció que 60444, a diferencia del NAT31, activa proteínas de 
reconocimiento relacionadas con explosión respiratoria, como también algunos factores de 
transcripción y hay diferencias en la señalización hormonal. Por el contrario el material 
NAT31 activa proteínas de reconocimiento relacionadas con genes R, no se activan los 
factores de transcripción y hay diferencias en la señalización hormonal. En cuanto a estas 
diferencias 60444 activa más proteínas en cada una de las hormonas (auxinas, 
brasinoesteroides, ABA, etilenos, SA y JA), mientras que la respuesta de NAT31 es más 
reducida en el número de proteínas que se inducen y reprimen. Para el caso de NAT31 en la 
hormona ABA hay una proteína que se induce a las 6h, 24h, 8d y se reprime a los 4d, es 
necesario validar estas proteínas mediante PCR en tiempo real para corroborar esto y tratar 
de dar una explicación, por el contrario en el material 60444 solo se induce un gen 
relacionado con las ABA a los 4d. En términos generales la respuesta del material NAT31 
es más discreta cuando se compara con 60444. NAT31 responde al ataque del ácaro verde 
solo con 1-2 genes durante todos los estadios y las hormonas brasinoesteroides, ABA y JA. 
En cambio 60444 responde con más genes relacionados con las hormonas auxinas, etileno y 
jasmonato. Las vías comunes entre los dos genotipos son proteínas relacionados con 
defensa (proteínas PR); con pared celular, (betaglucanasa, proteólisis, estado redox, 
peroxidasas, glutatión S-transferasa); con señalización (MAPKinasas, proteínas de choque 
térmico, metabolitos secundarios) y proteínas relacionadas con estrés abiótico. Durante la 
evaluación fenotípica, preferencia de oviposición, el genotipo 60444 se evaluó como 
susceptible, pero cuando se analizó a nivel proteómico, su respuesta en cuanto a las vías 
que se activan no corresponde a un comportamiento susceptible, por el contrario duplica y 





A continuación se abordarán los procesos biológicos en donde hubo una diferenciación a 
nivel de proteínas y aquellas relacionadas con defensa entre los materiales NAT31 y 60444. 
En las tablas suplementarias 1 a 18 se observan las proteínas que se expresan 
diferencialmente (inducidas o reprimidas). Se encuentra el proceso biológico implicado, la 
descripción de la accesión de la proteína y la diferencia en la regulación de cada proteína 
para los tiempos evaluados. En la categoría defensa se muestra cuáles proteínas participan 
en la biosíntesis o son inducidas por las vías de AS, JA, ET y ABA; y otras categorías 
funcionales relacionadas con defensa. 
  
3.2.4.1 Proteínas de defensa 
 
El reconocimiento de las plantas de yuca al momento de la alimentación de los ácaros está 
dado a través del uso de patrones de reconocimiento de receptores transmembranales 
(PRRS), o mediante nucleótidos polimórficos unidos a repeticiones ricas en leucina (NB-
LRR), las cuales codifican para muchos genes R. En este estudio se identificaron proteínas 
de defensa, cuatro proteínas para el material NAT31 y tres para 60444, relacionados con 
defensa en plantas a patógenos (bacterias, hongos, virus) y a herbívoros. La proteína 
―disease resistance protein‖ (NBS-LRR class) (at3g14470) se expresa en los dos materiales, 
se reprime en todos los tiempos en 60444 y solamente se induce a los 4d en NAT31 (Figura 
10; Tablas 9 y 10). Este tipo de proteínas son claves para entender las diferencias que 
presentan estos dos materiales, las cuales podrían dar explicación a la resistencia de NAT31 
y la ―susceptibilidad‖ de 60444. Es notable la diferencia entre las proteínas  que se inducen 
en las comparaciones de los tiempos y los dos materiales así: para NAT31 se encontraron 
más proteínas inducidas en los tiempos 6h y 4d (5 proteínas), mientras que en el material 
60444 se regularon dos proteínas durante todos los tiempos. Entre las proteínas que se 
inducen tenemos; para NAT31, las relacionadas con respuesta a resistencia a enfermedad, 
dos proteínas de resistencia a enfermedad (clase NBS-LRR) (Tabla 9), proteína de familia 
de resistencia a enfermedad/familia de proteína LRR. Para 60444 se encontraron; una 
proteína que codifica un endoquitinasa acidica, y dos genes que codifican proteínas de 






Figura 10. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 
implicados en respuesta de defensa entre los materiales NAT31 y 60444. 
 
En las tablas suplementarias 1 y 2 para los genotipos NAT31 y 60444, respectivamente, se 
observa un tipo de proteína R tipo NBS_LRR (at3g14470) la cual se regula en ambos 
genotipos, en 60444 se reprime durante todos los tiempos, mientras que en NAT31 lo hace 
a las 24h y 8d, pero se induce a las 6h y 4d. Este comportamiento es bien interesante para 
seguir evaluando mediante validación de genes. El resto de proteínas R para los dos 
genotipos es completamente diferente, lo que puede dar indicio de una respuesta específica 
dependiendo del genotipo. Las proteínas PR (at5g24090, at4g27220) de 60444 se inducen 






3.2.5 Activación de proteínas de defensa 
 
3.2.5.1 Proteínas relacionadas con patogenicidad (PR) 
 
Varias especies de artrópodos no masticadores como los ácaros y los insectos floemófagos 
inducen el incremento de los niveles de proteínas PR (proteínas relacionadas con 
patogenicidad) en las plantas hospederas. En nuestro estudio fueron aisladas secuencias 
similares a un PR: PRB1 (CHIB1) para el genotipo susceptible 60444 (Tabla suplementaria 
2).  
 
3.2.5.1.1 Quitinasa básica (CHIB1 o PR-3) 
 
Se encontró varias proteínas NBS-LRR, relacionadas a resistencia a enfermedades y 
endoquitinasas inducidas en ambos genotipos, pero más fuerte inducidas en todos los 
tiempos en el material 60444. Según GO estas proteínas pertenecen a la familia glycosyl 
hydrolase 19  y a la subfamilia Chitinase class I. Implicadas en defensa contra hongos e 
insectos, la función es hidrolizar los enlaces (1-4)-beta-D-glucosamina de la quitina de la 
pared celular de hongos y la matriz peritrófica del intestino de insectos. Se ha visto 
implicada particularmente en resistencia a patógenos inducida por JA, tales como A. 
brassisicola en Arabidopsis. En este trabajo estaría atacando la matriz peritrófica del 
intestino del ácaro verde.  
 
 
3.2.5.2 Regulación de proteínas de defensa inducidos por JA, ET y SA 
 
En este trabajo se encontraron particularidades en las vías relacionadas con respuesta a 
ataque de artrópodos, acompañando la expresión de los brasinoesteroides, auxinas y ABA. 
Se ha demostrado que las vías metabólicas de SA, JA y ET tienen un importante papel en 
respuestas de defensa para estreses bióticos en plantas (Kessler & Baldwin, 2002; Rojo et 
al., 2003; Chen et al., 2011). Por ejemplo el áfido Myzus persicae induce ambas vías en 
Arabidopsis, aunque los ARNs de los genes de defensa regulados por JA se acumulan en 
bajos niveles (Moran et al., 2002). Para el caso de M. tanajoa cuando se evalúa en el 
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material NAT31, este induce las proteínas de defensa reguladas por JA y ABA, 
reprimiendo los de respuesta a AS y etileno. Para el caso del material 60444 induce las vías 
de SA, JA y etileno, además se activa la de auxinas y brasinoesteroides (Tablas 
suplementarias 3 y 4). En nuestro estudio la interacción es con una planta resistente y una 
―susceptible‖, por esta razón es de esperarse que la respuesta varíe respecto a las 
interacciones mencionadas anteriormente y, por tanto, encontramos que M. tanajoa, según 
del genotipo con el que interactúe, puede generar resistencia a la vía de defensa 
dependiente de JA y en otros puede contrarrestar la defensa de la planta por varios 
mecanismos. En un caso el ácaro suprime la inducción de JA y activa la vía dependiente del 
SA con el fin de incrementar su ―fitness‖ (Kant et al., 2008). Son necesarios trabajos más 
detallados, pero para el caso de 60444, el ácaro verde probablemente suprimió la inducción 
de volátiles relacionados a JA, pero la infestación pudo inducir genes relacionados con 
volátiles que atraen enemigos naturales como depredadores del ácaro verde. De hecho se 
identificaron cuatro proteínas de defensa inducidas y una reprimida, reguladas por JA, una 
inducida regulada por JA y ácido abscícico (ABA), dos por JA y etileno (ET), y una 
proteína fuertemente reprimida, regulada por SA para el material 60444 (Figura 11 y Tablas 
suplementarias 3 y 4).  
 
En el caso de las proteínas inducidas regulados por JA, para el material NAT31 solamente 
se expresa una proteína para JA, una lipoxigenasa (at3g45140), la cual se mantiene 
reprimida a las 6h, 24h y a los 4d se induce y se mantiene hasta los 8d. Por el contrario 
60444 activa 3 proteínas, uno de ellos al igual que NAT31, es una lipoxigenasa (at3g45140) 
y se reprime a las 6h y 24h, induciéndose a los 4d y 8d. Por el contrario la proteína allene 
oxide synthase (at5g42650) se induce a las 6h y 24h y se reprime a los 4d y 8d. La otra 
proteína, el ATOPR2 (at1g76690) se induce a las 6h y 8d, luego se reprime a las 24h y 4d.  
Existen ciertas proteínas que se comparten para los dos genotipos y la forma como se 
expresan es similar. La regulación de la proteína ATOPR2 puede ser relevante porque se ha 
demostrado que funciona como regulador en las vías del JA y ET (Ellis & Turner, 2001), 
este gen codifica para una celulosa sintasa (CESA3) involucrada en la formación de pared 
celular primaria. También están los regulados por ET, para el caso de NAT31 el gen DEAD 
box RNA helicase (at1g55150) se mantiene reprimido durante todos los tiempos. Mientras 
88 
 
que en el material 60444 se activan cuatro proteínas, dos de ellas, el 2-oxoglutarate-
dependent dioxygenase (at5g43450) y EFE (ethylene-forming enzyme) (at1g05010), se 
inducen durante todos los tiempos. La proteína 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 
(at5g43450) se induce a las 6h y 8d, mientras que a las 24h y 4d se reprime. Mientras que la 
proteína DEAD box RNA helicase (at1g55150) se induce a los 4d y 8d, permaneciendo 
reprimida a las 6h y 24h. Para el caso de ABA, NAT31 activa dos proteínas: la NCED4 
(nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 4) (at4g19170) y el indole-3-acetaldehyde oxidase 
(at2g27150), las cuales se inducen a las 24h y 8d y se reprimen a los 4d. Mientras que 
60444 solo activa una proteína; el FIP1 (FH interacting protein 1) (at1g28200), el cual se 




Figura 11. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 





3.2.5.2.1 Mononychellus tanajoa induce las vías de JA/ET, AS, auxinas, 
brasinoesteroides, ABA en yuca 
 
Nosotros encontramos dos tipos de respuesta cuando se compara el material resistente 
NAT31 y el material susceptible 60444. NAT31 no activa ni etileno, ni AS, mientras que 
60444 activa fuertemente esas hormonas. NAT31 no induce proteínas durante todos los 
tiempos, mientras que 60444 induce 9 proteínas: 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 
(at5g43450); EFE (ethylene-forming enzyme) (at1g05010); 2-oxoglutarate-dependent 
dioxygenase (at2g30830); BSMT1; S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase 
(at3g11480); HYD1 (HYDRA1); C-8 sterol isomerase (at1g20050); CAND1 (―cullin-
associated and neddylation dissociated‖) (at2g02560); OPR2 (at1g76690); PIN3 (pin-
formed 3); auxina: ―hydrogen symporter/ transporter‖ (at1g70940); AIR12; ―extracellular 
matrix structural constituent‖ (at3g07390).  
 
3.2.5.3 Estrés oxidativo 
 
Cuando se comparan las proteínas relacionadas con ROS (del inglés, ―Reactive Oxygen 
Species‖) entre los materiales NAT31 y 60444, se encuentran proteínas de estado redox, 
peroxidasa y glutation S-transferasa. El material 60444 duplica en número de proteínas a 
NAT31 lo cual puede deberse al tipo de mecanismo de defensa que emplea cada genotipo. 
Así, mientras 60444 estaría activando una respuesta inducida, NAT31 activaría una 
constitutiva, ya preestablecida. La gran mayoría de organismos aeróbicos usan el O2 como 
aceptor final en la cadena de transporte de electrones de la respiración. En este proceso el 
O2 puede ser reducido para formar especies con oxígeno reactivo, ROS, tales como el 
radical superóxido (O-), el 2 peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH). 
Progénesis identificó en la familia de grandes enzimas 43 proteínas para el material NAT31 
y 57 para 60444; 21 proteínas significativas para la categoría funcional implicada con 
estado redox, 2 para la categoría peroxidasa y 6 para la glutatión S-transferasa (Tablas 
suplementarias 5 y 6, Figura 12). Catorce proteínas fueron inducidas y cuatro reprimidas, 
con FDR que van de cero a 10%. Como puede observarse en la figura 16, para el caso de 
NAT31 durante los tiempos 6h, 24h y 8d las proteínas inducidas y reprimidas mantienen 
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una proporción de 1:1, pero a los 4d de interacción con el ácaro verde se inducen proteínas 
relacionadas a estrés, una respuesta bien particular en este material tolerante a la plaga. Por 
el contrario el material 60444 durante todos los tiempos son más las proteínas inducidas 
que las reprimidas. Se puede decir que necesita mantener inducidos todo el tiempo estas 
proteínas durante el ataque pero que no son suficientes o no responden de la mejor forma al 
ataque del ácaro verde. Es decir, para el sistema 60444 y el ácaro verde la respuesta de 
estas proteínas puede ser contrarrestada por el mecanismo de defensa empleado por el 
ácaro. Además esto sugiere que hay una acumulación y detoxificación de ROS durante el 
ataque de M. tanajoa, indicando que la alimentación de este artrópodo podría inducir ROS 
en yuca y esta acumulación podría influenciar en el asentamiento y sobrevivencia de M. 
tanajoa en la planta. Entre las proteínas reguladas implicadas en ROS encontramos 
NADPH oxidasas y deshidrogenasas.  
 
 
Figura 12. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 




3.2.5.3.1 Mononychellus tanajoa induce en yuca, enzimas que están involucradas en la 
generación y detoxificación de ROS 
 
En el caso de la interacción yuca - M. tanajoa se encontró que la infestación indujo la 
expresión de ciertas enzimas antioxidantes, mientras reprimió otras (Figura 12, Tablas 
suplementarias 5 y 6). Entre las proteínas reguladas implicadas en ROS encontramos 
NADPH oxidasas y deshidrogenasas, citocromos P450 relacionados con los complejos de 
oxidación-reducción, oxidoreductasas. Para el material NAT31 se indujeron 5 proteínas 
durante todos los tiempos del ataque: WCRKC2 (wcrkc thioredoxin 2) (at5g04260); 
ATGPX1 (glutathione peroxidase 1) (at2g25080); ATPRX Q; antioxidant/ peroxiredoxin 
(at3g26060); MDAR4 (monodehydroascorbate reductase 4); monodehydroascorbate 
reductase (NADH) (at3g27820). Y para el material 60444: ATGLDH (l-galactono-1,4-
lactone dehydorogenase) (at3g47930); SAPX (stromal ascorbate peroxidase) (at4g08390); 
NTRC (nadph-dependent thioredoxin reductase c) (at2g41680); GR (glutathione reductase) 
(at3g54660); APX4 (ascorbate peroxidase 4) (at4g09010).  
 
3.2.5.4 Factores de transcripción 
 
En este estudio, a nivel proteómico solo se identificaron FT en el genotipo 60444. Muy 
probablemente el genotipo NAT31 los activa a nivel transcripcional durante la interacción y 
esto representa otra diferencia crucial para entender la resistencia del genotipo NAT31 y la 
potencial tolerancia de 60444 empleando un mecanismo de respuesta de defensa inducida, 
diferente a la de NAT31. En la categoría funcional de señales de transducción fueron 
activados cinco FT pertenecientes a dos familias, entre ellas MYB y bZIP. Para el FT bZIP, 
se activaron 3 proteínas; haloácido dehalogenasa-ligado a hidrolasa (at1g68710); familia de 
proteína TraB (at1g05270); TGA6 (tgacg motif-binding factor 6) (at3g12250). El primero 
se induce a las 6h, 24h y 8d, y los otros dos se reprimen durante todo los cuatro tiempos. 
Para bZIP, 2 proteínas: ATCDC5 (arabidopsis thaliana ciclo de división celular 5) 
(at1g09770) y el factor de transcripción myb (at1g49010). El primero (at1g68710) se activa 
a las 6h y 24h, reprimiéndose a los 4d y 8d, y el otro se reprime (at3g12250) durante todo el 
tiempo en el genotipo 60444 (Figura 20; Tabla suplementaria 7). Es interesante notar que el 
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ataque de M. tanajoa reguló algunos de los FT implicados en resistencia mediada por genes 
R como el receptor transmembrana (at1g27170) que regula las vías de señalización 
activadas por SA y reprime las del JA. 
 
 
Figura 13. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 
implicados en factores de transcripción para el genotipo 60444. 
 
 
3.2.5.5 Flujo de iones calcio (Ca2+) y proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(MAPK) 
 
En este estudio se identificó para NAT31 una proteína relacionada con MAPKinasas; el gen 
que codifica para MEKK1 (map kinase kinase kinase 1) (at4g08500), un receptor 
transmembrana el cual se reprime durante los cuatro tiempos. Para el caso de 60444 se 
identificaron tres proteínas: ATMKK5 (arabidopsis thaliana mitogen-activated proteína 
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kinasa kinasa 5) (at3g21220); ATMPK13; MAP kinasa/kinasa (at1g07880); ATMKK2 
(arabidopsis thaliana map kinasa kinasa 2) (at4g29810), los cuales se inducen a las 6h y 
24h, y se reprimen a los 4d y 8d (Figura 14; tablas suplementarias 8 y 9). Podría decirse que 
el material 60444 activa rápidamente las vías de transducción de señal por medio de estas 
tres  proteínas cuando se da el ataque del ácaro verde para dar una respuesta de tipo 
inducida que en últimas no es suficiente para repeler el ataque del ácaro.  
 
 
Figura 14. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 





Al comparar los dos genotipos se puede evidenciar que para NAT31 las proteínas inducidas 
y reprimidas se mantienen en una proporción 1:1 para todos los tiempos, por el contrario 
60444 induce más proteínas a las 6h y 24h, mientras que a las 4d y 8d son más los que se 
reprimen. Se observa otra clara diferencia entre los dos genotipos, NAT31 mantiene el 
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mismo número de proteínas inducidas durante todos los tiempos, mientras que para el 
material 60444 el número de genes inducidos se reduce a los 4d y 8d (Figura 15; Tablas 
suplementarias 10 y 11). Es necesario realizar trabajos más detallados a nivel 
transcriptómico para establecer si es más importante el número o el tipo de proteínas 
afectadas, como también si va a depender del genotipo evaluado. 
 
 
Figura 15. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 
implicados en señalización. 
 
En el material NAT31 se induce fuertemente durante todos los tiempos una proteína 
(at1g67310) relacionado con unión a calmodulina, implicado en la respuesta directa a 
ataque por ácaros. Este genotipo activó una proteína de reconocimiento receptor 
transmembrana (at1g27170), la cual se indujo durante casi todos los tiempos, lo que 
indicaría que tan pronto el material NAT31 detecta mediante toque la presencia del ácaro 
en las hojas, se activa la señalización mediada por el receptor transmembranal, seguido de 





3.2.5.7 Proteínas de reconocimiento 
 
Dentro de la respuesta de defensa de la planta podemos encontrar genes de resistencia PR y 
genes R (genes de reconocimiento). En nuestro trabajo solo fueron activados en el material 
NAT31, un receptor transmembranal (at1g27170), el cual se induce a las 6h, 24h y 8d, 
reprimiéndose a los 4d. Vale la pena resaltar la importancia de los genes R relacionada con 




Figura 16. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 
implicados en reconocimiento-genes R solamente para NAT31. 
 
 
3.2.5.8 Biosíntesis y modificación de pared celular 
 
Dentro de los estreses bióticos, se encuentran los genes relacionados con pared celular, los 
cuales se inducen para reforzar barreras de defensa constitutiva por alteración en la 
composición de pectina, modificación de las proteínas y constituyentes químicos. La pared 
celular provee una importante barrera para patógenos y plagas. Después de la alimentación 
96 
 
por M. tanajoa, fueron regulados algunos genes que codifican proteínas que modifican la 
pared celular. Para el caso de NAT31 activa 15 proteínas: PMEPCRF (pectina metilesterasa 
pcr fragment f) (at5g53370); familia de proteína pectinesterasa (at4g02320); PGIP1 
(poligalacturonasa inhibidor de proteína 1) (at5g06860); ATEXPA4 (arabidopsis thaliana 
expansina a4) (at2g39700), estas cuatro proteínas se inducen durante la señalización, la 
primera proteína se induce a las 24h y 4d, mientras que los otros tres se inducen solamente 
a los 4d, el resto de proteínas se reprime todo el tiempo. A los 4d se indujo una proteína 
ATEXPA4, la cual codifica para un gen expansina. Este tipo de expansina tiene un papel 
relacionado con la rápida extensión o relajación por estrés de la pared celular de la planta, 
así como importantes funciones en desarrollo (Cosgrove, 2000). Sumado a esto se 
identificó una proteína que influencia la integridad y modificación de la pectina, este es el 
PMEPCRF (pectina metilesterasa pcr fragment f) (at5g53370) la cual codifica para una 
pectinesterasa, que puede estar envuelta en la inhibición de patógenos. NAT31 induce 
fuertemente las proteínas: caffeoyl-CoA 3-O-metiltransferasa (at4g34050); ATOMT1 (o-
metiltransferasa 1) (at5g54160);  las cuales son enzimas claves de la vía de los fenil 
propanoides, importantes en la biosíntesis de cumarinas y lignina. Para el caso del material 
60444 se inducen proteínas relacionados con pared celular durante todos los tiempos, 10 
proteínas se indujeron durante todos los tiempos: ATCSLE1; celulosa sintasa (at1g55850); 
pectato liasa (at1g67750); MUR1 (murus 1); GDP-manosa 4,6-dehidratasa (at3g51160); 
RGP1 (reversibilidad glicosilato polipéptido 1); celulosa sintasa (at3g02230); (1-4)-beta-
mannan endohidrolasa (at5g01930); pectinesterasa (at5g20860); citidililtransferasa 
(at1g53000); ATPME3; pectinesterasa (at3g14310); ASD1 (alpha-l-arabinofuranosidasa 1); 
alpha-N-arabinofuranosidasa/hidrolasa (at3g10740); FLA2 (fasciclina-ligada 
arabinogalactano 2) (at4g12730). Pero se inducen más proteínas a las 6h. En esta vía 
igualmente el material 60444 induce el doble de proteínas cuando se compara con NAT31 
(Figura 17; Tablas suplementarias 13 y 14). En la tabla 18, las proteínas resaltadas con rojo 
corresponden a todas aquellas que se indujeron durante todos los tiempos. Se puede decir 
que el tipo de respuesta de defensa y el mecanismo para cada genotipo es diferente, el 





Figura 17. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 
implicados en biosíntesis y modificación de pared celular. 
 
3.2.5.9 Metabolitos secundarios 
 
En este estudio lo materiales NAT31 y 60444 presentan niveles bajos de ácido cianhídrico. 
Los dos materiales comparten dos proteínas los cuales se inducen durante todos los 
tiempos, estos son: LI3-1 (gen elicitor-activator 3-1), oxidoreductasa (at4g37980) y 
ATCAD4; cinnamil-alcohol deshidrogenasa (at3g19450). NAT31 presentó 3 proteínas que 
se inducen durante todos los tiempos, los ya mencionados y CAD6 (cinnamil alcohol 
deshidrogenasa 6) (at4g37970) y 60444 induce 14 proteínas más durante todo los tiempos, 
estos son: ATOMT1 (o-metiltransferasa 1); caffeato O-metiltransferasa (at5g54160); PAL4 
(fenilalanina amonio-layasa 4) (at3g10340); ELI3-2 (gen elicitor-activado 3-2); aril-alcohol 
deshidrogenasa (at4g37990); pal1 (Phe amonio liasa 1) (at2g37040); TT7 (testa 
transparente 7); flavonoide 3'-monooxigenasa (at5g07990); CER3 (eceriferum 3); 
oxidoreductasa (at5g57800); HCT (hidroxicinnamoil-coa chiquimato/quinato 
hidroxicinnamoil transferasa) (at5g48930); ATCDPMEK (4-(citidina 5'-fosfo)-2-c-metil-d-
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eritritol kinasa) (at2g26930); familia amino oxidasa (at1g57770); isoflavona reductasa 
(at4g39230); aldo/ceto reductasa (at1g59960); 4-cumarato--CoA ligasa (at4g05160); APG1 
(albino o mutante verde 1); 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona metiltransferasa (at3g63410); 
HDR (4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato reductasa) (at4g34350) (Figura 18; Tablas 
suplementarias 15 y 16). Al comparar los dos genotipos el material 60444 duplica el 
número de proteínas que se inducen durante todos los tiempos, nuevamente indicando que 
este material tiene que hacer el doble esfuerzo para responder al ataque del ácaro verde.  
 
 
Figura 18. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 




Nosotros identificamos en el material NAT31, 3 proteínas con actividad proteolítica 
inducidas durante todos los tiempos: scpl29 (serina carboxipeptidasa-ligado 29); serina-tipo 
carboxipeptidasa (at4g30810); DEGP1 (DegP proteasa 1); serina-tipo endopeptidasa 
(at3g27925) y subtilasa (at4g30020). Los dos primeros igualmente se inducen en 60444 con 
otros 18 que se indican en la Figura 19 y Tablas suplementarias 17 y 18. Nuevamente el 
material 60444 duplica en número e intensidad de proteínas a NAT31. Igual que en genes 
99 
 
de defensa y metabolismo secundario el genotipo 60444 estaría haciendo un doble esfuerzo 
por contrarrestar el ataque del ácaro verde. Es importante mencionar que todas estas vías 




Figura 19. Distribución de las proteínas reguladas por M. tanajoa a través de las comparaciones y tiempos, 












4 DISCUSIÓN GENERAL 
 
Los organismos foto autótrofos son la base de todas las cadenas tróficas que sostienen los 
diferentes ecosistemas de la biosfera. Dentro del grupo de consumidores primarios 
(herbívoros), se encuentra un gran número de organismos dentro de los cuales, los 
artrópodos se destacan por su diversidad, abundancia y estrategias alimentarias para 
acceder a las plantas como fuente de energía. Indiscutiblemente, los insectos herbívoros 
están dentro del grupo de organismos más perjudiciales para las plantas (Karban & 
Baldwin, 1997) no obstante, los ácaros (arácnidos) representan también un taxón muy 
importante dentro del grupo de fitófagos plaga a nivel mundial. En general, los artrópodos 
utilizan varios mecanismos para alimentarse a partir de todos los tejidos de la planta, tanto 
de la parte aérea como de la raíz, y causan daño mecánico sobre el respectivo órgano. El 
ácaro verde de la yuca por ejemplo, utiliza su estilete para succionar los fotosintetizados. Su 
estrategia consiste en ubicarse en el envés de las hojas y crear todo una red de telarañas 
durante la colonización, la cual tiene funciones de protección, vivienda y confiere una 
mayor movilidad.  
Evolutivamente, las plagas se consideran uno de los principales factores de selección. Ellas 
han moldeado las poblaciones de acuerdo con la presión que ejercen favoreciendo 
determinadas combinaciones génicas. En ese orden de ideas, se puede entender que  la yuca 
ha sido sometida por parte del ácaro verde a una enorme presión de selección y en esa 
interacción, ha desarrollado mecanismos y características de defensa para contrarrestar 
dicho ataque. Esas características de defensa, han sido importantes para desarrollar 
resistencia y confrontar al ácaro directamente. Las estrategias de defensa varían desde 
afectar la preferencia del ácaro por la planta o, su éxito reproductivo sobre la planta 
hospedera o indirectamente, atrayendo enemigos naturales (Kessler & Baldwin, 2001; 
Dicke et al., 2009). Este tipo de interacciones como la del sistema ácaro verde–yuca son 
muy complejas razón por cual, es muy difícil determinar qué características anatómicas, 
fisiológicas, genéticas y evolutivas son las que permiten limitar la infestación del ácaro 
verde por parte de la yuca. A continuación, se discuten cada uno de los componentes de 
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este trabajo; la evaluación fenotípica y el análisis proteómico en donde se analizan los 
aspectos más significativos de éstos, los cuales son la piedra angular para entender los 
mecanismos que emplean los materiales resistente NAT31 y el ―susceptible‖ 60444 en 
respuesta al ataque del ácaro verde. Luego se hará una discusión global para articular los 
dos componentes y comprender la interacción  dada entre el ácaro verde y la yuca. 
Como se afirmó, la interacción de yuca con el ácaro verde se considera un fenómeno 
complejo y en realidad, son pocos los trabajos encaminados a entender los procesos 
fisiológicos y bioquímicos que ocurren durante dicha interacción. Dentro de las defensas de 
las plantas al ataque de las plagas, hacen parte la defensa constitutiva y la inducida. El 
material NAT31 presenta defensa constitutivas como ceras, tricomas y metabolitos 
secundarios (Shepherd et al., 2005) mientras que 60444 solo presenta metabolitos 
secundarios. Previo al ataque, se puede dar un reforzamiento de la defensa preexistente y el 
establecimiento de nuevas defensas, por ejemplo cuando el ácaro pone sus huevos (Hilker 
& Meiners, 2010). Así mismo, cuando el artrópodo camina sobre el envés de las hojas 
(Peiffer et al., 2009) o al emitir feromonas (Fatouros et al., 2008) puede generar cambios de 
los inductores en yuca. Se consideran como defensas directas de la planta, aquellas que 
afectan la eficiencia del herbívoro y las defensas indirectas como la atracción de enemigos 
naturales de los herbívoros mediante la producción de compuestos volátiles. 
La diversidad de las plantas está dada en cierta medida a la presión de selección que ejercen 
los diferentes tipos de estreses abióticos y bióticos sobre ellas para poder adaptarse al 
medio terrestre. Entre los últimos, la herbivoría es uno de los que más afecta el desarrollo 
de las plantas. Éstas se han adaptado con el transcurrir del tiempo y han generado diferentes 
mecanismos como barreras físicas preformadas, tricomas, dureza de tejidos, ceras, resinas, 
látex, repelentes, compuestos volátiles, compuestos tóxicos y los metabolitos secundarios, 
usados para contrarrestar el ataque de los herbívoros como por ejemplo los glicósidos 
cianogénicos los cuales liberan en últimas cianuro, básicamente lo que hace es bloquear la 
enzima citocromo oxidasa. Según Bellotti et al. (2002), las plagas de yuca como los ácaros 
verdes han coevolucionado con el cultivo y han desarrollando estrategias para sobrevivir. 
Para el caso del ácaro verde, esté es olífago, se alimenta principalmente de la familia 
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Euforbiaceae, específicamente del género Manihot, lo que lo convierte en un herbívoro 
especialista. Este tipo de relaciones entre el ácaro verde y la planta hospedera de yuca 
generan un cambio evolutivo recíproco, es decir coevolución ―arms race‖ (Ehrlich & 
Raven, 1964; Futuyma, 1983; Futuyma & Agrawal, 2009). Cuando el ácaro verde empezó a 
consumir yuca, estaba ejerciendo una presión de selección sobre las plantas de yuca las 
cuales generarían una respuesta defensiva, esta relación tan especifica sería el producto de 
la estrecha evolución de un rasgo en consecuencia de la evolución del otro, generándose 
una reciprocidad en la cual ambos rasgos evolucionan. Esta reciprocidad ha sido usada para 
explicar la evolución de una gran diversidad de características de defensa en plantas, como 
los tricomas, espinas, resinas y metabolitos secundarios (Anderson & Mitchell-Olds, 2011, 
Rausher, 2001). Esta teoría asume que los herbívoros ejercen presión de selección sobre las 
características que reducen daño al herbívoro (Thompson, 2001; Schaller, 2008). Se ha 
hipotetizado que las características defensivas son una barrera efectiva contra herbívoros 
generalistas, ya que estos pueden alimentarse de otras plantas (Agrawal & Heil, 2012, 
Agrawal, 2011), mientras que los herbívoros especialistas tienden a desarrollar mecanismos 
para vencer defensas del hospedero (Rausher, 2001; Lankau, 2007; Kliebenstein et al., 
2002, Shonle & Bergelson, 2000; Castillo et al., 2014). Los especialistas identifican su 
hospedero basados en las características defensivas como metabolitos secundarios, 
imponiendo selección negativa sobre estas características (Ali & Agrawal, 2010; Bidart-
Bouzat & Kliebenstein, 2011; Nieminen et al., 2003). Thompson (1999) plantea, en el 
mecanismo coevolutivo de ―escape y radiación‖, que las adaptaciones de los herbívoros y 
sus plantas ha sido la fuerza que impulsa la especiación. Existen varios trabajos que 
demuestran que los herbívoros han desarrollado estrategias para modificar las defensas de 
las plantas para su beneficio como por ejemplo usando sus metabolitos secundarios para 
protegerse de los enemigos naturales (Ehrlich & Raven, 1964, Futuyma & Agrawal, 2009). 
Después de la introducción del modelo coevolutivo, muchos trabajos fueron planteados 
para esclarecer los patrones filogenéticos resultado de las interacciones planta – herbívoro, 
y los mecanismos que determinan la variación en la expresión de características de defensa 
(Stamp, 2003; Agrawal, 2007). 
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Los mecanismos moleculares de la resistencia de yuca al ataque de una plaga pueden ser 
entendidos gracias a las diferencias existentes entre los dos genotipos NAT31 y 60444. Son  
varios los trabajos en donde se acepta que la interacción planta-artrópodo está asociada a la 
dinámica de proteínas (Chen et al., 2011; Maserti et al., 2011; Podda et al., 2014; Liu et al., 
2014). Esa dinámica de proteínas fue establecida en los dos genotipos evaluados, generando 
diferencias significativas en cambios a nivel de proteína en diferentes procesos celulares. El 
análisis comparativo de dos genotipos contrastantes para el ataque del ácaro verde a yuca 
fue adoptado para identificar proteínas responsables del mecanismo de defensa y posibles 
vías que están potencialmente involucradas en la respuesta de defensa. Cuando se da la 
interacción entre el ácaro verde y yuca, lo que se busca es evaluar dicha interacción y se 
aborda desde los componentes fenotípico y genotípico, en este caso mediante una 
aproximación proteómica. Para el componente fenotípico se evaluaron parámetros 
biológicos del ácaro (oviposición, rango de oviposición y tiempo de desarrollo) sobre dos 
materiales de yuca contrastantes para la resistencia al ácaro verde (NAT31: material 
resistente y 60444: material ―susceptible‖).  
Son varios los trabajos que han centrado sus investigaciones en comprender los 
mecanismos que las plantas utilizan para defenderse y la relación ecológica de la evolución 
para entender la defensa de la planta (Fraenkel, 1959; Hartmann, 2008; Agrawal, 2011). En 
la búsqueda por entender las interacciones entre planta – herbívoro, cada vez es más 
necesario estudiar la importancia de la diversidad ecológica de los herbívoros como un 
factor primordial en la formación evolutiva de las estrategias de defensa de las plantas 
(Fox, 1981; Lankau & Strauss, 2008). El trabajo de Carmona & Fornoni (2013) evalúa 
patrones de selección natural sobre dos estrategias principales de defensa en plantas: 
resistencia y tolerancia, básicamente todas aquellas características que reducen el daño o 
que reducen el impacto sobre el ―fitness‖ para determinado daño, respectivamente, según la 
complejidad del herbívoro, es decir si es generalista o especialista. Con su trabajo 
demuestran que la complejidad ecológica selecciona estrategias mixtas para resistencia y 
tolerancia, y contradicen hipótesis pasadas donde se plantea que la resistencia y tolerancia 




Las tablas 3 y 4 muestran la tendencia de los materiales NAT31, ALT6 de baja oviposición 
y rango de oviposición, y que el material 60444 presenta una tendencia muy alta a la 
oviposición, más que el material considerado como susceptible (CMC40) al ser evaluado 
con otras plagas. Nuestros resultados están de acuerdo con los obtenidos por Mesa et al. 
(1987) para CMC40. En contraste las otras accesiones muestran algún grado de antixenosis 
y antibiosis. Es necesario realizar ensayos a nivel molecular para validar esta hipótesis, 
como por ejemplo evaluación detallada mediante PCR en tiempo real evaluando genes 
relacionados con antibiosis (inhibidores de proteasas), genes relacionados con 
reforzamiento de pared celular. Aunque no hubo diferencia estadísticamente significativa, 
la preferencia de oviposición de 60444 fue relativamente alta comparado con las otras 
accesiones (Tabla 3, 4). Los experimentos I y II a libre y no libre escogencia para la 
preferencia de oviposición fueron determinantes para seleccionar de los diez materiales 
escogidos (ALT6, ALT12, PER335, PER182, CMC40, ECU72, ECU160, COL1505, 
NAT31 y 60444) los dos materiales contrastantes (NAT31 y 60444). Según los 
experimentos el material NAT31 es el menos preferido para oviposición y 60444 fue el 
material más preferido. Una de las características del material NAT31 es su resistencia a 
mosca blanca (Bellotti, 2002), la cual se debe a la introgresión generada a partir de sus 
parentales los materiales ECU72 y BRA19 (resistentes a mosca blanca). Muy 
probablemente esos genes que le confieren resistencia a mosca blanca pueden a su vez 
generar resistencia al ácaro verde, no sabemos si estamos ante un material con posible 
resistencia múltiple a plagas en yuca. 
En los ensayos a libre y no libre escogencia, NAT31 fue identificado como el menos 
preferido, mientras que 60444 fue el más preferido en términos de preferencia de 
oviposición del ácaro verde. La oviposición es la forma como los insectos o artrópodos 
aseguran su progenie, su especie y de esta manera pueden alcanzar altas poblaciones para 
perpetuarse en un ecosistema. Por tal razón al NAT31 ser menos preferido por el ácaro 
verde, es capaz de romper la continuidad de la progenie y el éxito para que una especie se 
mantenga en un ecosistema, logrando controlar la infestación de la plaga. Existen varios 
trabajos en donde se habla de la resistencia de NAT31 a mosca blanca (A. socialis): 
Bohórquez, (2009), plantea que NAT31 presenta características de antibiosis y antixenosis 
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contra la mosca blanca. Burbano et al. (2007), evaluaron la resistencia natural de especies 
silvestres de Manihot a tres plagas de yuca; Mononychellus tanajoa (Acariformes), 
Aleurotrachelus socialis y Phenacoccus herreni (Hemiptera). Vargas et al. (2002), fueron 
los primeros en reportar las bondades de NAT31, variedad de yuca (M. esculenta) como 
material resistente a mosca blanca (A. socialis) para el valle del Alto Magdalena. El 
genotipo ALT6, mostró resultados consisitentes en los dos experimentos, siendo el menos 
preferido por M. tanajoa y fue estadísticamente similar al ser comparado con NAT31. En 
contraste cuando se comparan los genotipos con mayor preferencia, 60444 y CMC40, 
difieren estadísticamente en el experimento I a libre escogencia, siendo 60444, superior en 
un 50% cuando se compara con CMC40. 
En todos los bioensayos de ambos experimentos (a libre y no libre escogencia), los ácaros 
verdes mostraron la misma tendencia, la accesión NAT31 fue la menos preferida y 60444 la 
más preferida. Para el caso de los genotipos ECU72, ECU160, PER182 y PER335 
presentan un comportamiento similar. Según varios trabajos estos materiales son clave en el 
origen de la resistencia para las moscas blancas (Burbano et al., 2003; Bohórquez, 2009; 
Carabalí et al., 2009; 2010a, 2010b). En general, nuestros resultados muestran que M. 
tanajoa tiene alta preferencia por los genotipos 60444 luego por CMC40, un material 
utilizado durante mucho tiempo como el material control para diferentes evaluaciones a 
estreses. Esta preferencia está relacionada con agentes físicos y químicos; dentro de los 
físicos pueden existir barreras preformadas o constitutivas que influyen en la adaptación del 
ácaro a yuca y químicos como metabolitos secundarios que influyen sobre la atracción o 
repelencia (Karban & Baldwin, 1997; Schoonhoven et al., 2005; Dicke & Hilker, 2003; 
Dicke & Baldwin, 2010; Piesik et al., 2011).  
 
Los resultados obtenidos en M. tanajoa sobre CMC40 (14,35 ± 0,31 días) distan de los 
registrados por Mesa et al. (1987), en donde el tiempo de desarrollo fue establecido sobre el 
mismo hospedero (7,8 días a 30°C). En otros estudios como el de Yaseen y Bennet (1977),  
el desarrollo total, de huevo a adulto fue de 11-13 días, a 26,8 ± 2°C y 82% de H.R. en la 
mañana y 55% en la tarde. Yaninek et al. (1982), obtuvieron una duración del ciclo de vida 
de huevo a adulto de 21,3; 15,5; 12,3; 7,7 y 6,9 días a 20, 24, 27, 31, y 34°C, 
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respectivamente. Comparando nuestros resultados con los trabajos anteriores, el tiempo de 
desarrollo fue similar. En los estudios de Yaseen y Bennet (1977) y Yaninek et al. (1984), 
se estableció que el tiempo de desarrollo de M. tanajoa es inversamente proporcional a la 
temperatura. En nuestro estudio se establece que existe variación en el tiempo de desarrollo 
para un material, ECU160, indicando que existe diferencia significativa (P = 0,05), 
teniendo en cuenta la temperatura y los genotipos. Además, para los diferentes estadios de 
desarrollo entre los diferentes genotipos de yuca existe diferencia significativa (Tabla 6; 
Figura 7). Esto fue observado como el tiempo de desarrollo más largo del ácaro verde 
(11,07-15,10 días) sobre todos los genotipos evaluados (Tabla 5). El tiempo de desarrollo 
tiene un comportamiento igual al reportado por Yaseen y Yaninek et al. (1977). Además se 
puede decir que el comportamiento del ácaro verde está estrechamente relacionado con 
yuca y su respuesta depende de esa interacción. Como conclusión y tendencia general, 
60444, fue el genotipo en el que se encontraron los más altos promedios para rango de 
oviposición y preferencia de oviposición, lo cual indica una mejor adaptación del artrópodo 
sobre este hospedero. Existen varias características del ácaro que ayudan a esto, como su 
alta tasa de mutación y su distribución en el campo mediante colonias, lo cual reduce en 
gran medida el flujo genético entre ellos, dificultando la dilución de los genes resistentes 
(Mesa et al., 1987; Saito et al., 1983; Helle & Overmeer, 1973). Es necesario evaluar a 
nivel de genes y molecularmente este tipo de respuesta para justificar su comportamiento.  
 
En resumen, los resultados combinados de la biología y la preferencia de oviposición 
muestran que el genotipo NAT31 exhibe niveles medios de resistencia al ácaro verde M. 
tanajoa, y su resistencia es caracterizada por antixenosis. Esto se debe en gran parte a las 
diferencias establecidas entre la oviposición y el tiempo de desarrollo, sugiriendo que los 
factores relacionados con oviposición y tiempo de desarrollo de M. tanajoa son 
probablemente responsables de la diferencia que se establece entre los genotipos evaluados. 
Se podría decir que cada genotipo de yuca evaluado en este trabajo puede responder de 
forma diferente durante la interacción con el ácaro verde. El material NAT31 mostró baja 
incidencia de poblaciones de M. tanajoa, lo que puede indicar niveles medios de resistencia 
al ácaro verde, lo cual puede ser explotado en programas de mejoramiento genético para 
hacer selección asistida con marcadores moleculares para la resistencia al ácaro, 
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considerada una de las plagas más importantes en las Américas, África y Asia (CIAT, 
2006). La información generada en este estudio tiene potencial valor para estudios 
moleculares en la generación de biomarcadores moleculares, con el fin de transferir genes 
para resistencia al ácaro verde a partir de NAT31. 
Una vez establecido los materiales contrastantes para la característica de resistencia al 
ataque del ácaro verde se hizo el análisis proteómico para los dos materiales; NAT31 como 
resistente y 60444 como material ―susceptible‖,  con esté análisis se evidencio que para la 
gran mayoría de categorías funcionales (estrés biótico, metabolismo secundario, 
señalización, genes de defensa, proteólisis, metabolismo de hormonas, estrés oxidativo, 
factores de trascripción, genes de reconocimiento, modificación de pared celular) el 
material 60444 duplica y triplica en número de genes al material NAT31. Mientras que el 
material NAT31 mantiene una respuesta conservadora y al relacionar las características 
anatómicas que presenta (tricomas, ceras, epidermis particular) se puede decir que su 
mecanismo de defensa es de tipo constitutivo, igualmente se inducen genes de resistencia y 
de otro tipo para contrarrestar el ataque del ácaro verde. Para el caso del material evaluado 
como ―susceptible‖ según el análisis fenotípico, el análisis proteómico muestra que se 
inducen una serie de genes durante el ataque, lo que podría ser es que estemos ante un 
posible material con baja tolerancia, es necesario evaluar a nivel fenotípico más parámetros 
como los demográficos, a su vez es necesario realizar infestaciones en invernadero y en 
campo en plantas completas para evaluar el daño y algunos parámetros agronómicos en la 
planta como rendimiento, peso fresco, calidad de raíz entre otros. Este tipo de análisis 
fenotípico más completo podría dar seguridad de la resistencia, tolerancia y susceptibilidad 
de los materiales evaluados. 
Las investigaciones relacionadas con la defensa de plantas dentro de un contexto evolutivo 
se centran sobre características de las resistencias de tipo químico y físico. El concepto de 
coevolución fue introducido por Ehrlich & Raven (1964), en donde se propone una 
selección y adaptación recíproca entre las defensas químicas de las plantas y la contra 
defensa de los insectos. En nuestro estudio el ácaro verde y yuca han coevolucionado 
durante muchos años, el ácaro verde se caracteriza por ser un herbívoro especialista, en este 
estudio se seleccionaron dos genotipos contrastantes para la resistencia al ácaro verde 
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teniendo como criterio solo algunos parámetros biológicos (oviposición, rango de 
oviposición y tiempo de desarrollo), según el parámetro de preferencia de oviposición con 
ensayos a libre y no libre escogencia el material menos preferido fue NAT31 y el material 
más preferido fue 60444. Según los análisis proteómicos los materiales NAT31 y 60444 
respondieron a nivel molecular (proteínas reguladas) de forma diferente, es decir el material 
NAT31 mostró una respuesta de defensa de tipo constitutivo en contraste con 60444 que 
tuvo una respuesta inducida. Estas respuestas pueden aportar a la explicación de la 
coevolución de yuca con el ácaro verde. Un primer aspecto a tener en cuenta es que el 
material NAT31 fue seleccionado y domesticado para resistencia a la mosca blanca y sus 
parentales (ECU72 y BRA19) son resistentes a esta plaga, pero se caracteriza además por 
características altas de rendimiento, calidad de raíz, arquitectura, etc. (Bellotti, 2002). La 
domesticación de yuca ha sido usada para que a partir de materiales silvestres se vaya 
introgresando genes de resistencia a materiales cultivables. ECU72 y NAT31 se 
caracterizan por presentar tricomas en la epidermis de las hojas, ceras y compuestos 
fenólicos, los cuales influyen en la efectividad en la colonización del ácaro verde sobre el 
material NAT31. Durante varios años la interacción del ácaro verde con yuca ha generado 
adaptaciones de ambas partes, es importante aclarar que la evolución de las defensas de las 
plantas es muy complejo (Agrawal, 2011). Con los resultados de este trabajo que buscaba 
entender el mecanismo de defensa a nivel molecular de yuca durante el ataque del ácaro, 
nos muestra una visión general del comportamiento de dos genotipos uno resistente y otro 
―susceptible‖ que responden a nivel proteómico de manera diferente y contradictoria según 
los reportes de la literatura. Ya que el material denominado resistente NAT31 induce pocas 
proteínas relacionados con resistencia, mientras que el material denominado ―susceptible‖ 
60444 induce fuertemente proteínas de resistencia. No se puede asegurar rotundamente que 
la respuesta del material 60444 sea contradictoria, nuestra hipótesis es que el material 
60444 presenta niveles bajos de tolerancia, por esto su respuesta es de tipo inducida. El 
parámetro biológico de oviposición escogido para denominar un material como resistente o 
susceptible no es suficiente, confiable y completo, por tal razón es aconsejable hablar de 
materiales que fueron menos o más preferidos para oviposición por el ácaro verde. Es 
necesario complementar los análisis fenotípicos evaluando más parámetros biológicos 
como: longevidad, fecundidad; y parámetros demográficos (tasa de reproducción neta, 
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tiempo medio generacional, tasa intrínseca de crecimiento de la población, tiempo de 
doblaje y tasa finita de crecimiento), además se debería evaluar en la planta: daño directo 
causado en la planta, los porcentajes de daño, de supervivencia de las plantas, del área 
foliar consumida y de reducción de los rendimientos, las diferencias en tamaño de las 
plantas (altura, grosor de tallos, tamaño de hojas, etc.), las tasas de crecimiento del cultivo y 
el número relativo de insectos atraídos por un genotipo en comparación con otros. Una vez 
evaluados todos estos parámetros biológicos y demográficos de la planta y del artrópodo 
podemos hablar con seguridad de materiales resistentes, tolerantes y susceptibles. 
 
La expresión de características de defensa en plantas de manera constante es denominada 
constitutivo, ya que esas características se desarrollan bajo el continuo establecimiento y 
crecimiento de la planta. Este tipo de defensa esta categorizado dentro de las defensas 
directas, caracterizados por factores físicos a nivel estructural, morfológico, proteínas de 
defensa y metabolismo secundario (Howe & Jander, 2008). El material que presentó este 
tipo de defensa fue NAT31, ya que esté genera un impacto negativo sobre la preferencia 
para oviposición, lo que se denomina antixenosis. Y muy probablemente el material 60444 
presenta características morfológicas que tienen un impacto negativo sobre la eficiencia del 
ácaro verde; como el tiempo de desarrollo, inducción de inhibidores de proteasas y lectinas, 
lo que se denomina antibiosis. En este sentido para el material NAT31 la defensa de la 
planta generalmente es de tipo constitutivo, es decir siempre se expresa en la planta y es 
independiente del ataque del herbívoro. Para el caso de 60444 cuando el ácaro empieza a 
alimentarse genera una respuesta de tipo inducida, en donde se acumulan una serie de 
inhibidores de proteasa y otros metabolitos secundarios (Green & Ryan, 1972). Según 
Karban & Baldwin (1997) cambios en la planta después de daño es generado por una 
respuesta inducida. Además el material 60444 induce varios factores bioquímicos como 
proteínas antinutritivas, metabolitos secundarios, toxinas y factores ecológicos como ácidos 
grasos volátiles que generan preferencia a herbivoría, atrayente de enemigos naturales y 
eficiencia en interacciones tritróficas determinantes en la respuesta inducida (Karban & 
Baldwin, 1997; Kessler & Baldwin, 2001). Además el material 60444 produce metabolitos 
secundarios tanto químicos volátiles como no volátiles en respuesta al daño por 
alimentación (Paré & Tumlinson, 1999; Agrawal et al, 1999; Farmer, 2001; Heil, 2009; 
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Rasmann & Turlings, 2007; Kost & Heil, 2008). La respuesta inducida se puede clasificar 
en resistencia inducida y defensas inducidas. La primera no necesariamente beneficia a la 
planta, como puede reducir el daño generado por el herbívoro también puede volver a la 
planta más vulnerable a otros daños potenciales (Karban & Baldwin, 1997; Agrawal & 
Karban, 1999). Las defensas inducidas son aquellas que minimizan el ―fitness‖ de manera 
negativa al herbívoro produciendo químicos que atraen o no enemigos naturales 
(depredadores y parasitoides), este tipo de respuesta genera beneficios a la planta (Karban 
& Baldwin, 1997; Agrawal & Karban, 1999). Para el material 60444 se indujo una 
producción de volátiles como una estrategia secundaria en defensas inducidas indirectas 
durante el ataque del ácaro verde. Estos volátiles son producidos en respuesta al ataque del 
herbívoro y se conocen como HIPVs (volátiles inducidos en plantas por herbívoros), los 
cuales atraen artrópodos carnívoros (depredadores y parasitoides) (Dicke & Van Poecke, 
2002; De Moraes et al., 1998; Arimura et al., 2005; Turlings & Ton, 2006; Dicke & 
Baldwin, 2009; Hare, 2011). 
 
Existe una hipótesis relacionada con el paradigma de los generalistas-especialistas, en la 
cual se dice que los herbívoros especialistas pueden causar inducción distinta de la defensa 
de las plantas comparada con las inducidas por los generalistas (Bowers & Stamp, 1993; 
Agrawal, A., 2000; Poelman et al., 2008). Los generalistas son mucho más sensibles a las 
toxinas de las plantas que los especialistas, una predicción es que los generalistas pueden 
suprimir la inducción de la respuesta de la planta, mientras que el especialista puede solo 
minimizar la inducción de altos niveles de defensa. Desde la perspectiva de la planta, la 
inducción de defensas directas puede ser variable contra los especialistas, mientras 
inducción de defensas indirectas puede ser fuerte. Nosotros nos centramos más en la 
predicción sobre el paradigma del herbívoro generalista y el especialista. Este último puede 
ser menos impactado por la defensa de la planta que un generalista (Whittaker & Feeny, 
1971), también algunos especialistas tienen la capacidad de usar las mismas características 
establecidas por la planta hospedera para protegerse de depredadores, mientras que los 
generalistas pueden tener un mecanismo básico general para tolerar un arreglo de defensa 
de plantas y a su vez poseer mecanismos para manipular las plantas (Krieger et al., 1971; 
Whittaker & Feeny, 1971). La predicción va enfocada en que los generalistas tienen la 
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capacidad de enmascarar en un solo aspecto la respuesta de la planta, la cual posee una 
historia evolutiva común que conduce a la formación de factores fisiológicos en una cadena 
de transducción de señal (p.e. la señalización de jasmonato-JA). Otro punto importante es 
que la respuesta inducida de la planta para un especialista puede ser distinta cuando se 
compara con la respuesta de un generalista. 
 
En este estudio para los dos materiales evaluados (NAT31 y 60444) según el análisis 
proteómico se inducen y reprimen fuertemente proteínas relacionadas con estrés biótico. 
Para el caso de NAT31 se da el reconocimiento mediante genes R, un receptor 
transmembranal que probablemente reconocen la presencia de quitina, mientras que en el 
material 60444 no se da este reconocimiento, para los dos materiales se da la cascada de 
señalización mediante las MAPKinasas, son más las proteínas inducidas en 60444 que en 
NAT31, seguido por la despolarización de la membrana plasmática para los dos materiales, 
la diferencia es que en NAT31 se da flujo de iones calcio que generan aumento de 
calmodulina típico en la cascada de señalización para ácaros, mientras que con 60444 solo 
se da una inducción fuerte de flujo de iones calcio, esto desencadena la activación de la 
cascada de señalización de las proteínas quinasas seguida por la de fitohormonas. Para 
NAT31 se inducen el JA/ABA/Brasinoesteroides, mientras que en 60444 se inducen 
fuertemente JA/ET/AS/Auxinas/Brasinoesteriodes/ABA, a su vez compuestos volátiles 
relacionados con atrayentes de enemigos naturales, mientras que en NAT31 no se presenta. 
En ambos genotipos se da una detoxificación de ROS con citocromo oxidasa y una 
modificación y reforzamiento de la pared celular, para 60444 se inducen más proteínas 
relacionadas con este proceso, acompañada de un estallido oxidativo.  Después en 60444 se 
inducen factores de transcripción que activan genes de defensa, lectinas e inhibidores de 
proteasa, mientras que en NAT31 no se presenta. En términos generales se puede establecer 
que NAT31 presenta una defensa de tipo constitutiva, mientras que 60444 una defensa 
inducida. En la gran mayoría de categorías funcionales 60444 duplica y triplica en número 
de genes a NAT31 y además expresa genes diferentes a este material a nivel de respuesta de 
defensa (pared celular, metabolismo secundario, estrés biótico), pero este mecanismo no es 
suficiente para detener el ataque del ácaro. Vale la pena aclarar que la evaluación fenotípica 
fue hecha hasta los 8 días, se hicieron observaciones hasta que la planta murió. Para el caso 
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del material 60444 fue a los 30 días. Por el contrario, NAT31 soporta el ataque y logra 
recuperarse. Esto puede ser indicio de una respuesta a nivel genético molecular durante una 
interacción temprana (6h, 24h) y una tardía (4d y 8d) cuando un material resistente 
(NAT31) y otro susceptible (60444) son atacados por el ácaro verde. 
 
En el presente trabajo se aisló una proteína similar a quitinasa básica (CHIB ó PR-3) en el 
genotipo 60444 a las 24h y 8 días, probablemente inducida por la vía del JA/ET según la 
literatura. La aplicación exógena en plantas de oligómeros de quitina purificados activan 
los genes PR y la síntesis de fitoalexinas, y en trabajos con microarreglos se han obtenido 
un gran número de genes de Arabidopsis inducidos por quitina (Shibuya & Minami, 2001; 
Zhang et al., 2002). Varias proteínas de ligación a quitina asociadas a membrana, 
presumiblemente receptores de quitina, han sido identificados en varias especies como la 
soya (Day et al., 2001) y arroz (Kaku et al., 2006). En nuestro estudio se encontró una 
proteína de ligación similar al gen BRH1 (brassinosteroid- responsive ring-h2) en el 
genotipo NAT31 durante todos los tiempos, el cual se ha encontrado que se acumula por la 
presencia de quitina en Arabidopsis (Molnár et al., 2002). Molnár et al. 2002 mediante un 
análisis con microarreglos encontraron un gen diferencialmente expresado el activador 
transcripcional MYC2 el cual tiene un dominio bHLH (―basic helix-loop-helix zip‖). En 
estudios realizados por Lorenzo et al. (2004) se mostró que MYC2 tiene un papel central 
dentro de la vía de señalización de JA, regula la respuesta de defensa a insectos y responde 
a la inducción por quitina. Sumado a esto, Lyou et al. (2008) demostraron que el gen 
AtLEC de arabidopsis que codifica una proteína tipo lectina es inducido por múltiples 
estímulos incluyendo herida, JA/ET y quitina. En el presente trabajo se aisló una secuencia 
similar a un receptor quinasa; proteina quinasa, para el genotipo NAT31 a las 24h y 8 días. 
A pesar de no haber encontrado un receptor de quitina en el presente trabajo, tal vez debido 
a que es una expresión muy temprana, los resultados anteriores sugieren que la quitina 
presente en el exoesqueleto del ácaro verde es probablemente un candidato a inductor de la 
respuesta de defensa en yuca. O tal vez al estar expresado constitutivamente, y su expresión 
no está de-regulada por la interacción con el ácaro. Básicamente la respuesta de PR se da 
cuando el ácaro verde inserta sus quelíceros y empieza a alimentarse del floema del envés 
de las hojas, lo que genera un cambio en la composición molecular dentro de cada célula y 
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estrechamente relacionado con la defensa directa de la planta. Se da un estallido oxidativo, 
se expresan genes relacionados con metabolismo secundario y mantenimiento celular (Zhu-
Salzman et al., 2004). En este trabajo se indujeron proteínas relacionadas con estrés 
oxidativo, genes relacionados a metabolismo secundario y metabolismo celular. La 
activación de las proteínas NB-LRR puede inducir diferentes respuestas dependiendo de la 
hormona implicada, en este caso sobre el ácido salicílico (AS) y especies reactivas de 
oxígeno (ROS) para 60444. En este estudio ambos genotipos (NAT31 y 60444) expresaron 
este tipo de proteínas PR, pero las vías señalización de las fitohormonas fueron diferentes. 
 
La quitina junto con las gluproteínas hace parte de la matriz peritrófica, una capa protectora 
que recubre el intestino del ácaro verde. Esta matriz protege el epitelio del intestino del 
artrópodo contra alimentos abrasivos, toxinas, estrés oxidativo, microorganismos y 
mantiene la compartimentalización de las enzimas digestivas. La ruptura de la matriz 
peritrófica podría interferir con las funciones digestivas, las relacionadas con absorción y 
predisponer susceptibilidad al artrópodo a patógenos y toxinas (Zhu-Salzman et al., 2008). 
Las lectinas son un importante grupo de proteínas que se unen a ciertos dominios de 
azúcares con alta especificidad. El papel de las quitinasas en defensa contra herbívoros no 
ha sido bien establecido, sin embargo, plantas de tomate transformadas con una quitinasa 
inducible de Populus spp. WIN6, mostraron actividad contra el escarabajo Leptinotarsa 
decemlineata (Lawrence & Novak, 2006), lo que indica una respuesta por acción directa 
sobre la matriz peritrófica del intestino del insecto. Nosotros identificamos en el material 
susceptible (60444) CHIB1, durante todos los tiempos que duro la interacción con el ácaro 
verde, a las 6h y 24h se da una fuerte inducción de esta proteína, la cual se disminuye a las 
4d, pero nuevamente a los 8d triplica las proteínas que presentó a los 4d. Lo que 
posiblemente significa es su permanente actividad durante el ataque para matar ácaros. Esa 
mortalidad podría ser explicada por la acción de esta quitinasa, la cual podría tener un 
efecto sobre los adultos. Puede considerarse como un potencial candidato a proteína de 
defensa efector contra M. tanajoa en el genotipo susceptible (60444). Esta endoquitinasa no 
se presenta en el material NAT31, lo que podría explicar probablemente su mecanismo de 
antibiosis, el cual no tendría NAT31, explicada  mediante un mecanismo de antixenosis. 
Existen muchas respuestas a nivel de genes clasificados dentro de categorías funcionales 
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que ayudan a sustentar esta hipótesis. El mecanismo empleado por el material 60444 sería 
una respuesta de defensa inducida, la cual activa varias proteínas relacionadas con defensa 
y duplica su expresión al compararse con el material resistente NAT31, además la 
inducción de cierta endoquitina nos llevaría a proponer cierto nivel de antibiosis. 60444 
induce proteínas relacionadas con la respuesta de defensa mediada por JA, ET. Por el 
contrario el material resistente NAT31, no activa proteínas de la vía de JA/ET, ni 
endoquitinas, y la respuesta de defensa se activa solo a las 24h y 8 días, lo que nos podría 
estar indicando una respuesta de defensa constitutiva, muy relacionada con un mecanismo 
de tipo antixenótico. El JA tiene un papel primordial en la floración, fertilidad y en defensa 
contra patógenos e insectos, regulando la expresión de genes relacionados con defensa 
(Browse, 2009). Muchas plantas realizan un ajuste de varios procesos fisiológicos de 
manera sistemática con el fin de minimizar costos metabólicos mediante la reprogramación 
de expresión de genes (Siemens et al., 2002; Cipollini et al., 2003). Varios estudios usando 
microarreglos demuestran que el JA activa la coordinación de expresión de genes 
involucrados en biosíntesis JA, defensa y respuesta a estrés oxidativa, senescencia y 
modificación de pared celular, mientras que reprime la expresión de genes relacionados con 
metabolismo de clorofila y fotosíntesis (Schenk et al., 2000; Sasaki et al., 2001; Reymond 
et al., 2004; Sasaki-Sekimoto et al., 2005; Jung et al., 2007). El JA tiene un efecto dual 
sobre el crecimiento de la planta, división celular o defensa mediante la inducción de genes 
relacionados con defensa como la vía del metabolismo secundario (Pauwels et al., 2009).   
 
Recientes avances en investigación en señalización de defensa revelan que SA, JA y ET 
funcionan como una compleja red de vías de señalización interconectadas (Pieterse et al., 
2009). Interacciones entre estas vías generan en la planta un poderoso potencial regulatorio, 
que permitirían a la planta tener una respuesta de defensa según el tipo de plaga que ataque 
(Reymond & Farmer, 1998; Bostock, 2005). Un ejemplo bien estudiado de cruce entre vías, 
es la interacción antagónica entre la señalización de SA y JA, muchos estudios han 
demostrado que la acumulación endógena de la una, suprime inmediatamente la expresión 
de la otra (Bostock, 1999; Thaler et al., 2002). Por otra parte, la interacción entre JA y ET 
es uno de los ejemplos mejor estudiados de interacción de señales de defensa sinérgicas 
(Adie et al., 2007). Estudios previos han indicado que el JA/ET actúan concertadamente 
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para regular la expresión de un gen PR (osmotin) en tabaco y una defensina (PDF1.2) de 
Arabidopsis (Xu et al., 1996; Penninckx et al., 1998). Santamaria et al. (2001) encontraron 
que la expresión del gen AtPRB1 en raíces de Arabidopsis era inducida por JA/ET y 
reprimida por SA en respuesta a patógenos necrótrofos, y Norman-Settlerblad et al. (2000) 
demostraron que la acción concertada de JA/ET inducía la expresión de genes de defensa 
(Hevein, Basic chitanase ATCHIB, PDF1.2 y VSP) contra el patógeno necrótrofo Erwinia 
carotovora en Arabidopsis. Sin embargo, en el caso de la respuesta a herida en 
Arabidopsis, una interacción antagónica entre JA y ET en la activación de respuestas 
locales ha sido descrita por Rojo et al. (1998). En el presente estudio encontramos que el 
material NAT31 activa la vía de ABA, brasinoesteroides y JA, mientras que el material 
60444 activa fuertemente las vías de JA/ET, AS.  En nuestro caso, sugerimos un papel 
central de las defensas mediadas por JA/ET, AS, ABA y brasinoesteroides en la resistencia 
de la yuca a M. tanajoa. El hallazgo de secuencias similares a genes implicados en estas 
vías es una clara muestra de su participación en la respuesta de defensa (Tablas 
suplementarias 3 y 4, Figura 11). Lo más interesante es la presencia y activación de estas 
proteínas en el material susceptible (60444), las cuales se presentan por duplicado, lo que 
indica un doble esfuerzo por parte de este material para soportar por más tiempo el ataque 
del ácaro verde. 
 
Goodspeed y colegas (2011) plantean la hipótesis que diversas formas de vida han 
evolucionado con el reloj interno y se puede anticipar cambios ambientales causados por la 
rotación de la tierra. Además evaluaron cómo el ciclo circadiano, actuando con señalización 
hormonal, puede generar ventajas a la planta al anticiparse y aumentar la defensa contra los 
herbívoros. Una de las hormonas que participa en la respuesta de defensa es el jasmonato, 
que al acumularse induce la expresión de diversos genes; esta regulación de la acumulación 
del jasmonato es dependiente del reloj, la cual provee un entendimiento del mecanismo 
regulatorio para la defensa anticipada al herbívoro. Existe un gran número de genes que han 
sido identificados en regular el ciclo circadiano (Covington et al., 2008), dentro de los más 
importantes están: AOS y OPR3, los cuales codifican enzimas esenciales para la biosíntesis 
de jasmonato. En este estudio se activaron fuertemente esos dos genes solamente en 60444, 
durante todos los tiempos (6h, 24h, 4d, 8d) en la interacción con el ácaro verde. Su 
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expresión se incrementó con el tiempo. Este genotipo tiene un comportamiento muy 
particular, probablemente la acumulación de AOS y OPR3 que está muy relacionada con lo 
planteado por Goodspeed et al. (2011) para Arabidopsis. Posiblemente estos resultados 
preliminares en yuca nos den indicios relacionados con el control del ciclo circadiano, el 
cual puede darse por las fluctuaciones de jasmonato que conducen a la acumulación 
circadiana de metabolitos de defensa. Es necesario realizar estudios más detallados para 
validar esta hipótesis en yuca.  
 
Las plantas han desarrollado múltiples estrategias de defensa, dentro de las cuales están las 
barreras físicas y químicas pre-existentes, las defensas inducidas se activan por ataque. 
Dentro de las defensas inducidas directas está la producción de proteínas anti-digestiva, 
metabolitos secundarios (Karban & Baldwin, 1997; Schoonhoven et al., 2005) y entre las 
indirectas se encuentra la producción de volátiles las cuales son inducida por el herbívoro 
en plantas (HIPV), el cual atrae enemigos naturales (Dicke & Hilker, 2003; Dicke & 
Baldwin, 2010; Piesik et al., 2011, 2012). Algunos metabolitos secundarios hacen parte de 
la defensa constitutiva los cuales expresan compuestos orgánicos volátiles (VOCs) y estos 
VOCs pueden ser inducidos cuantitativamente o cualitativamente después de la herbívora 
(Van Den Boom et al., 2004; Turlings & Ton, 2006; Dicke et al., 2009). El daño mecánico 
en la planta puede inducir producción de VOCs (ej., GLVs y terpenos), usualmente 
inducidos de manera rápida después de la lesión (Heil, 2009). Muchos terpenos VOCs y de 
la vía fenólica del ácido chiquímico, como índoles y metil salicilato, se producen después 
de lesión por herbívoros (De Moraes et al., 2001). Esta respuesta está relacionada con la 
producción de inductores específicos en la saliva del herbívoro los cuales inducen VOC en 
algunos sistemas planta – insecto (Turlings et al., 1990; Paré & Tumlinson, 1999). Existen 
en las plantas una variedad de elicitores que constituyen el mecanismo para detectar 
lesiones que estimulan la producción de ácido jasmónico (Heil, 2009). Cuando múltiples 
plagas atacan la planta, se establece una interacción compleja entre el ácido salicílico, el 
etileno y el ácido jasmónico, que puede involucrar cruce de estas vías que generan una 
inhibición sinérgica al ataque mediante una respuesta de defensa (Pieterse et al., 2009). 
Piesik y colegas (2011 o 2012) establecieron diferentes niveles de inducción de VOCs 
dependiendo de la especie de Fusarium al ser inoculado sobre cebada, avena y trigo, 
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generando inducción de varios VOCs y diferentes concentraciones según el rango dado de 
F. graminearum > F. culmorum > F. avenaceum. La inducción de volátiles en plantas 
causada por herbivoría juega un papel vital en mediar interacciones tritróficas entre las 
plantas hospederas, herbívoros y enemigos naturales del herbívoro (Turlings & Ton, 2006; 
Heil & Ton, 2008; Dicke et al., 2009). Varios VOC pueden indirectamente actuar atrayendo 
enemigos naturales de artrópodos plaga (McCall et al., 1993; Mumm et al., 2008; Unsicker 
et al., 2009). Algunos de estos VOC tienen función específica. Por ejemplo de los terpenos, 
el linalool disuade la oviposición y atrae enemigos naturales (Kessler & Baldwin, 2001) y 
(E)-β-farneseno disuade áfidos (Vuorinen et al., 2004). También el β-cariofileno atrae 
parasitoides (Lou et al., 2005; Cheng et al., 2007) y entomopatógenos de nematodos 
(Rasmann et al., 2005). La manipulación de volátiles como señales para atraer 
efectivamente parasitoides y enemigos naturales depredadores como control biológico es 
una estrategia de las plantas para repeler el ataque de las plagas (Turlings & Ton, 2006). En 
este estudio se indujo fuertemente la proteína BSMT1 (S-adenosil metionina) durante todos 
los tiempos de la interacción del genotipo 60444 con el ácaro verde, mientras que el 
material NAT31 no expresó este gen. Es probable que al activar esta proteína, 60444 atrae 
enemigos naturales del ácaro. Es necesario realizar la validación de este tipo de genes para 
comprobar esta hipótesis. 
 
Es necesario diseñar experimentos más detallados y finos para confirmar estos resultados y 
poder especular con respecto de la coevolución del ácaro con yuca, ya que hasta el 
momento no hay ningún trabajo que aporte evidencias en favor de la coevolución. Además 
de estos estudios es necesario hacer una reconstrucción filogenética de los estados 
ancestrales de yuca relacionados con perfiles de defensa, defensas químicas, defensas 
físicas específicas, producción de tricomas, ceras, compuestos fenólicos y alcaloides. Esto 
debe ir acompañado de estudios de historia de vida de yuca y del ácaro, como atributos 
genéticos y sistemas de apareamiento y reproducción (Kursar, 2009; Heil, 2009; Johnson et 
al., 2009). Es necesario hacer estudios ecológicos y filogenéticos que evalúen el impacto de 
los herbívoros sobre grupos hermanos que tengan diferencias en sus características 
defensivas. También es necesario estudiar las bases genéticas de la preferencia de 
hospedero y la interacción entre la variación genética y procesos ecológicos en la 
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interacción de yuca y el ácaro verde (Hawthorne & Via, 2001; Thompson, 1998; Kuussaari 
et al. 2000; Nylin et al., 2005). Muy probablemente para el caso de yuca puede existir una 
respuesta específica dependiendo del genotipo evaluado durante la interacción. Según 
Rosenthal & Kotanen (1994), una estrategia defensiva alternativa implica la evolución de 
rasgos que puedan permitir a la planta tolerar la herbivoría. Hasta el momento no es muy 
claro cómo se puede dar la evolución conjunta de resistencia y tolerancia (Nuñez-Farfán et 
al., 2007, Kaiñho-Betancout & Núñez-Farfán, 2015). Las plantas resistentes previenen o 
reducen la cantidad de daño mediante defensas químicas y físicas como metabolitos 
secundarios (Ehrlich & Raven, 1964; Levin, 1973; Berenbaum et al., 1986; Wink, 2003), 
mientras que las plantas tolerantes pueden disminuir el impacto negativo del daño generado 
por el herbívoro, a su vez mantienen su ―fitness‖ al inducir respuestas fisiológicas después 
del daño (Rausher, 1992; Stowe et al., 2000). Una hipótesis temprana por Van der Meijden 
(1988) propone una compensación entre resistencia y tolerancia la cual conduce a la 
fijación de una u otra estrategia de defensa (Fineblum & Rausher, 1995; Stowe et al., 
2000), muchas poblaciones naturales involucran niveles intermedios de ambas estrategias 
de resistencia y tolerancia (Núñez-Farfán et al., 2007). Para el caso de yuca, los resultados 
proteómicos muestran una defensa constitutiva por parte del material resistente NAT31 y el 
material 60444 muestra una fuerte inducción de genes relacionados con defensa, muy 
probablemente se podría hablar de una baja tolerancia, valdría la pena evaluar la teoría 
planteada sobre la evolución de la defensa de las plantas empleando estrategias mezcladas 
de resistencia y tolerancia. 
El trabajo de Carmona & Frononi (2013) muestra que la composición de la comunidad de 
herbívoros afecta la selección sobre la resistencia y la tolerancia. Al estudiar dos 
escarabajos uno especialista y otro generalista sobre la solanácea Datura stramonium, se 
puso al especialista a ejercer presión de selección sobre materiales tolerantes y resistentes, 
éste impuso selección direccional en materiales tolerantes, pero no presión de selección 
sobre materiales resistentes. Por el contrario, el escarabajo generalista seleccionó materiales 
resistentes y no tolerantes. Podría estar sucediendo lo mismo para el material 60444 con 
baja tolerancia, por tal razón el ácaro verde especialista ejerce más presión de selección 
sobre esté que sobre el material NAT31 que es resistente. Estos resultados son la evidencia 
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empírica que diferentes presiones de selección impuestas por múltiples consumidores son 
importantes en conducir a una evolución adaptativa de estrategias de defensa mezcladas de 
resistencia y tolerancia. Los herbívoros especialistas promueven una más intensa dinámica 
coevolutiva con la planta hospedera, ellos se adaptan más fácilmente a las barreras físicas y 
químicas del hospedero, imponiendo una fuerte presión de selección y promoviendo una 
contra-resistencia a la respuesta del hospedero (Futuyma & Moreno, 1988; Gould, 1988; 
Zangerl & Berenbaum, 2005). 
Los genotipos NAT31 y 60444 inducen proteínas relacionadas con ROS, que atacan los 
principales componentes celulares, al causar daño por radicales libres y tienen gran efecto 
sobre proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos nucleícos (Apel & Hirt, 2004). ROS juega 
un papel central en la defensa de las plantas contra patógenos pero en este caso interviene 
en la defensa contra un herbívoro, el ácaro verde. Durante esta respuesta, ROS son 
producidas por las células de la planta por la vía de las NADPH-oxidasas de la membrana 
plasmática, peroxidasas de la pared celular y amino-oxidasas en el apoplasto (Hammond-
Kosack & Jones, 2000). Bajo estas condiciones, concentraciones superiores a 15 μM de 
H2O2 pueden ser producidas directamente o como resultado de la superóxido dismutasa. En 
contraste a la acción de la superóxido, el H2O2 puede difundirse dentro de las células y 
activar muchas defensas, incluyendo PCD (Dangl & Jones, 2001; Zhang & Xing, 2008). 
Durante la interacción planta-herbívoro, la actividad y los niveles de ROS son 
detoxificados por enzimas como catalasas, ascorbato peroxidasas y glutaredoxinas las 
cuales son reprimidas por la acción de SA y del óxido nítrico (NO) (Klessig et al., 2000). A 
medida que la planta produce más ROS, disminuye su capacidad para detoxificar durante la 
respuesta de defensa y se produce la acumulación de ROS y activación de PCD. La 
represión de los mecanismos de detoxificación de ROS es crucial para que ocurra PCD. La 
sola producción de ROS en el apoplasto, sin la represión de los mecanismos de 
detoxificación, no resulta en la inducción de PCD. Estudios al respecto han indicado un 
requerimiento absoluto de la producción coordinada de ROS y la represión de los 
mecanismos de detoxificación de ROS (Musser et al., 2002). Es posible que desde el 
momento que el ácaro verde toca la superficie del envés de las hojas de yuca se 
desencadena la respuesta de señalización. Luego cuando el ácaro empieza a alimentarse del 
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contenido celular, sus secreciones orales pueden generar una producción local y sistémica 
de especies de oxígeno reactivo (ROS) como se ha observado en otros floemófagos como 
los áfidos (Tjallingii, 2006). Muchas plantas responden de diferentes formas a los estreses 
bióticos generando ROS que participan en señalización defensiva y potencian una respuesta 
hipersensible (HR) en el sitio de la infección (Lamb & Dixon 1997). Algunas enzimas que 
participan en ROS pueden romper el equilibrio redox del artrópodo. Las perturbaciones en 
el equilibrio redox del intestino pueden causar la proliferación de radicales de oxígeno que 
dañan las proteínas, lípidos y el ADN (Walling, 2000). Las enzimas que producen radicales 
superóxido (como la NADPH oxidasa) o peróxido de hidrógeno (peroxidasas) pueden 
funcionar como proteínas defensivas en el intestino del herbívoro (Moran et al., 2002). En 
general la yuca parece enfrentar el reto de balancear entre generar ROS como mecanismo 
de defensa y producir enzimas detoxificantes para contrarrestar su propio daño oxidativo, 
igual a lo observado en otras interacciones con áfidos (Zhu-Salzman et al., 2004). Sin 
embargo, según Divol et al. (2005), las respuestas dentro del floema aparecen a favor de la 
detoxificación, como observamos en nuestro estudio M. tanajoa induce la expresión de 
enzimas antioxidantes glutaredoxinas y catalasas, las cuales tienen un papel importante en 
la detoxificación de ROS. 
Otras proteínas que inducen la defensa de plantas son los inhibidores de proteinasa, las 
cuales son inducidas por ataque de herbívoros y obstaculizan la acción digestiva de 
proteínas presentes en el intestino del artrópodo (Koiwa & Bressan, 1997; Li et al., 2002; 
Kant et al., 2004). Dentro de las proteínas que se activan está el PI-GGPS (at4g36810) el 
cual se expresó en el material 60444 durante la interacción con el ácaro verde (Tabla 
suplementaria 16) pero no en el material NAT-31 sin implicar esto su posible rol en 
defensa. Este tipo de ataques observados en la mosca blanca y los ácaros activan la vía del 
ácido salicílico (SA) (Walling, 2000; Kant et al., 2004; De Vos et al., 2005). En este estudio 
el ácaro verde produjo dos respuestas de defensa diferentes según el genotipo de yuca 
(NAT31 – 60444). El gen GGPS produce el precursor del homoterpeno volátil (E,E)-
4,8,12-trimetiltridecae-1,3,7,11-tetraeno (TMTT), el cual atrae enemigos naturales, 
depredadores de ácaros (Kant et al., 2004), este gen es inducido por JA, y necesita un nivel 
basal de SA para su indución (Amente et al., 2006). Sarmento et al. (2011) reportan que el 
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ácaro polífago T. evansi presenta altas oviposición y sobrevivencia de adultos sobre plantas 
que fueron previamente atacadas por coespecíficos y después sobre plantas no dañadas. 
Estas características coinciden con plantas que tienen baja actividad de PI. Esto puede 
indicar que constitutivamente, los genes de ―house-keeping‖, y los niveles PI son 
diferencialmente regulados y dependientes de JA, los cuales inducen niveles de PI 
(O´Donnell et al., 2003). Todo esto sugiere que T. evansi reduce constitutivamente las 
defensas del hospedero. Probablemente una estrategia similar estaría haciendo M. tanajoa 
sobre el genotipo ¨susceptible¨ 60444. Otro punto clave, es que este gen no se expresó en 
NAT31, que generó un mecanismo de defensa diferente. Es necesario validar este tipo de 
genes para confirmar la hipótesis propuesta. 
 
Un aspecto importante que se establece en este estudio entre los dos materiales 
seleccionados como resistente y susceptible es la gran ―plasticidad fenotípica‖ que 
presentan, y la plasticidad definida como independiente de antagonista o mutualista, cuando 
individuos de dos especies interactúan en una comunidad, una pareja puede ajustar su 
fenotipo en respuesta a su respectiva pareja. Cuando se evalúa la plasticidad en términos de 
defensas inducidas directas e indirectas puede influenciar interacciones dentro de 
organismos a lo largo de diferentes comunidades. Para poder entender las interacciones 
ecológicas y los mecanismos de defensa contra el ataque de herbívoros es necesario 
conocer la forma de inducción del herbívoro, el mecanismo de producción de volátiles y su 
percepción a diferentes niveles. Durante las interacciones complejas entre las plantas y los 
artrópodos se presenta una percepción por parte de la planta mediante patrones moleculares 
asociados a herbívoros (HAMP) en respuesta a inductores específicos (Felton & 
Tumlinson, 2008; Mithofer & Boland, 2008). Mediante estos HAMP las plantas pueden 
iniciar el mecanismo de señalización dentro de la planta según el ataque especifico del 
herbívoro (Kessler & Baldwin, 2001) y por último se da por parte de la planta la emisión de 
compuestos defensivos (volátiles y no volátiles) después del ataque del herbívoro 
localmente y sistemáticamente. 
Karñho-Betancourt y Núñez-Farfán (2015) en su hipótesis de ―trade-off‖ para la evolución 
de resistencia y tolerancia a herbívoros sugieren que la resistencia puede desarrollarse 
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independientemente de la tolerancia de la planta en las poblaciones de la hierba anual, D. 
stramonium, a su vez que la densidad de tricomas es un componente de resistencia 
heredable y los patrones de selección pueden favorecer los individuos que tiene altos 
niveles de tricomas en las hojas. En nuestro estudio con yuca podría estar sucediendo el 
mismo fenómeno, ya que el material NAT31 presenta una alta densidad de tricomas en sus 
hojas. Éstos han sido fuertemente implicados en defensa contra herbívoros, ya que son 
extremadamente variables en cuanto a forma y estructura (Johnson, 1975) y su función anti-
herbivoría ha sido muy bien documentada dentro y entre especies (Levin, 1973; Agren & 
Schemske, 1993; Mauricio & Rausher, 1997; Loe et al., 2007). Además los tricomas tienen 
un papel eco-fisiológico, ya que reducen la exposición de la hoja a la luz ultravioleta y a la 
pérdida de agua (Ehleringer et al., 1976), a su vez esto genera daño en el comportamiento y 
desarrollo del herbívoro (Agrawal et al., 2009). Esta pubescencia en las hojas ha sido 
asociada evolutivamente con metabolitos secundarios en un solo estado ontogénico 
(Agrawal & Fishbein, 2008). Valdría la pena evaluar en yuca esta hipótesis que contempla 
una respuesta evolutiva y el entendimiento de los mecanismos de resistencia, es necesario 
tener en cuenta que se debe definir las características para un material resistente o tolerante 
desde el punto de vista fenotípico y genotípico, ya que cualquiera de estos dos mecanismos 
de resistencia puede cumplir un papel especializado para diferentes herbívoros o jugar otros 
papeles en adición para defensa contra herbívoros, además los estudios en donde se evalúa 
la evolución de resistencia o tolerancia a la herbivoría puede tener limitaciones durante las 
interacciones ecológicas con otras plagas o patógenos de plantas, enemigos naturales, 
relaciones simbióticas y múltiples factores abióticos (Stowe et al., 2000; Lankau & 
Stratuss, 2008).  
En términos generales se puede concluir que el material 60444 en ciertos procesos 
biológicos (señalización y estrés oxidativo) se duplica y, en otros (proteólisis, metabolismo 
secundario, biosíntesis y modificación de pared celular, MAPKinasas, metabolismo de 
hormonas) triplica el número de proteínas cuando se compara con NAT31. Mientras que las 
proteínas PR (genes de resistencia o de reconocimiento) presentan el mismo número para 
los dos materiales. Otro aspecto importante es que solamente el material 60444 regula 
proteínas relacionadas con factores de transcripción, mientras que NAT31 regula proteínas 
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relacionadas con reconocimiento (genes R). Es necesario realizar más experimentos para 
tratar de entender la posible supresión de estos genes de reconocimiento/resistencia. 
 
4.1 Modelo hipotético propuesto para NAT31 
El primer paso de la interacción es el contacto que hace el ácaro verde M. tanajoa con las 
hojas del genotipo NAT31, en este momento un receptor de la planta reconoce la presencia 
del artrópodo, el segundo paso es cuando este se alimenta introduciendo su estilete y un 
inductor derivado del artrópodo (un/unos componentes salivares y/o quitina) son 
reconocidos por un receptor en la planta. Al parecer para el caso del genotipo NAT31 no se 
inducen factores de transcripción, la quitina origina la cascada de señalización mediante la 
despolarización de la membrana plasmática, flujo de iones Ca2+ y calmodulina después son 
activadas las cascadas de señalización por MAP quinasas y la subsecuente inducción de las 
vías de fitohormonas como JA/ABA los cuales a su vez inducen genes de defensa como las 
proteínas vacuolares básicas PRB1, CHIB (PR-3), además de lectinas e inhibidores de 
proteinasas, los cuales envenenan al artrópodo, pueden tener como blanco los componentes 
del intestino del artrópodo que contienen carbohidratos, inhiben la acción de sus proteasas 
impidiendo que digieran bien el alimento, muriendo de desnutrición. La respuesta de 
defensa es compleja y abarca todos los procesos del metabolismo celular, algunos de los 
cuales en sí mismos pueden ser mecanismos efectores que estén controlando al atacante. 
Entre estos se encuentra la generación de ROS, la cual produce enzimas que pueden afectar 
la dieta del artrópodo o inducir las vías de señalización de fitohormonas mencionadas 
arriba. La modificación de pared celular, la cual puede dificultar la alimentación del 
artrópodo y puede también mediar la respuesta de defensa regulada por JA/ET y por último 
la maquinaria de degradación proteica en la cual se encuentran diversas proteasas con 
diferentes papeles algunos implicados en defensa contra patógenos. Al mismo tiempo la 
planta reprime (flechas punteadas en la figura 20) su metabolismo primario y la 





Figura 20. Modelo hipotético del mecanismo de respuesta propuesto para el genotipo NAT31. 
 
4.2 Modelo hipotético propuesto para 60444 
El primer paso de la interacción es el contacto que hace el ácaro verde M. tanajoa con las 
hojas del genotipo 60444, en este momento un receptor (quitina) de la planta reconoce la 
presencia del artrópodo, el segundo paso es cuando este se alimenta introduciendo su 
estilete y un inductor derivado del artrópodo (un/unos componentes salivares y/o quitina) 
son reconocidos por un receptor en la planta. En el caso de la quitina, está comprobado que 
la familia de factores de transcripción (TF) AP2/ERF son inducidos por este oligosacárido 
componente del exoesqueleto de los insectos. A su vez este TF es inducido por la cascada 
de señalización que empieza con la despolarización de la membrana plasmática y flujo de 
iones Ca2+, después son activadas las cascadas de señalización por MAP quinasas y la 
subsecuente inducción de las vías de fitohormonas como SA, JA/ET, además se activa las 
auxinas y los brasinoesteroides. Se ha probado que TF de la familia AP2/ERF son los 
potenciales mediadores del proceso de inducción sinérgica entre JA y ET, los cuales a su 
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vez inducen genes de defensa como las proteínas vacuolares básicas PRB1, CHIB (PR-3), 
además de lectinas e inhibidores de proteinasas, los cuales envenenan e intoxican al 
artrópodo, pueden tener como blanco los componentes del intestino del artrópodo que 
contienen carbohidratos, inhiben la acción de sus proteasas impidiendo que digieran bien el 
alimento, muriendo de desnutrición. La respuesta de defensa es compleja y abarca todos los 
procesos del metabolismo celular, algunos de los cuales en sí mismos pueden ser 
mecanismos efectores que estén controlando al atacante. Entre estos se encuentra la 
generación de ROS, la cual produce enzimas que pueden afectar la dieta del artrópodo o 
inducir las vías de señalización de fitohormonas mencionadas arriba (Ver figura 21). La 
modificación de pared celular, la cual puede dificultar la alimentación del artrópodo y 
puede también mediar la respuesta de defensa regulada por JA/ET y por último la 
maquinaria de degradación proteica en la cual se encuentran diversas proteasas con 
diferentes papeles algunos implicados en defensa contra patógenos. La planta utiliza 
diversas estrategias para reprimir el ataque como: 1. Producción de compuestos volátiles 
para atraer enemigos naturales depredadores de ácaros, 2. Reforzar la pared celular, 3. 
Genes relacionados con citocromo oxidasa. Este tipo de modelos es similar al reportado por 
Bohórquez (2009), aunque muy general, es necesario realizar experimentos detallados y 
validación de genes para sugerir un modelo con hipótesis estructuradas y concretas. Para 
este estudio el modelo general planteado muestra diferencias entre dos genotipos de yuca, 

























Este es el primer análisis proteómico cuantitativo global llevado a cabo en tejido 
fotosintético durante el ataque del ácaro verde (Mononychellus tanajoa) a yuca (Manihot 
esculenta), obteniendo la mayor cobertura detectada hasta el momento, generando un mapa 
de proteínas para el tejido fotosintético en esta planta. Con esta información proteómica se 
puede entender mejor la función de las proteínas, la respuesta y las vías involucradas en el 
mecanismo de defensa que usa yuca ante el ataque del ácaro verde. Con las proteínas 
identificadas podemos proponer una hipótesis relacionada con la forma cómo el genotipo 
resistente NAT31 y el ―susceptible‖ 60444 responden al ataque del ácaro verde. Es posible 
que durante la interacción de yuca – ácaro verde, el reconocimiento se dé a través de un 
inductor proveniente del artrópodo, el cual puede ser por contacto con un/unos 
componentes de la saliva o un PAMP como la quitina. Receptores en la yuca reconocerían 
estos inductores y dispararían la respuesta de defensa. Las proteínas obtenidas permiten 
sugerir la participación de cascadas de MAPK, señalización guiada por calmodulina y flujo 
de iones Ca2+ a través de la membrana plasmática, la generación y detoxificación de ROS, 
los cuales como ya se mencionó, generan productos que pueden actuar como agentes anti-
microbianos. Posteriormente, la respuesta de defensa prosigue con la inducción de 
biosíntesis de las fitohormonas JA, ET, AS, auxinas y brasinoesteroides para el genotipo 
60444 y JA, ABA, brasinoesteroides para NAT31, las cuales actúan sinérgicamente y son 
reguladas y señalizadas corriente arriba por CEV1 y corriente abajo por factores de 
transcripción como AP2/ERF. Finalmente este factor de transcripción activa los genes de 
defensa, proteínas relacionadas con patogenicidad como las isoformas básicas de PR-1 y 
PR-3 (quitinasa), así como lectinas. La hormona JA induce la expresión de PI como 
cistatina. Para ambos genotipos, pero más para 60444 la remodelación de pared celular 
surge como potencial respuesta de defensa contra el ácaro verde, además de su posible 
papel en mediar esta respuesta regulada por JA/ET (Ellis & Turner 2001). El hallazgo de 
genes como la celulosa sintasa CEV1, las expansinas, la caffeoyl, y las pectinas 
metilesterasas apoyan esta hipótesis. En términos generales este tipo de ácaro verde tiene 
un patrón de comportamiento similar a muchos artrópodos reportados hasta el momento en 
la literatura, para el caso de yuca la diferencia esta dada en la gran plasticidad de los 
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genotipos de yuca (NAT31 y 60444), expresada en la forma como interactúan cada uno con 
el ácaro, la cual es diferente, al igual que su respuesta de defensa. La estrategia empleada 
en el análisis proteómico de comparar el genotipo resistente (NAT31) infestado contra el 
mismo sin infestar, al igual que el ―susceptible‖ 60444 arrojó los mejores resultados, ya que 
con esta estrategia se encontraron diferencias entre los genotipos en cuatro categorías 
funcionales (hormonas de señalización, genes R y proteínas PR, factores de transcripción) y 
la mayoría de proteínas relacionadas con procesos biológicos como respuesta de defensa, 
incluidos los genes involucrados en biosíntesis, regulación y señalización de JA, ET y AS. 
Lo que nos indica que en este estudio con esta estrategia ómica se puede detectar los 
cambios en la fisiología de la planta ante el ataque del ácaro verde, al igual que los cambios 
cuando la comparación es a nivel del genotipo (resistente contra el susceptible, ambos 
infestados). Existen serias diferencias entre el material NAT31 y 60444, en casi todas las 
vías 60444 duplica o triplica el número de genes inducidos cuando se compara con NAT31, 
se podría decir que existe una estrecha relación entre los mecanismos de defensa que 
emplea el material 60444, con el número de genes y su intensidad. Por el contrario el 
carácter resistente del material NAT31 hace que su expresión de genes y su genética resista 
al ataque y no exhiba todo su arsenal para defenderse del ataque del ácaro verde o por el 
contrario su arsenal está desplegado constitutivamente y por tal razón es más resistente y no 
requiere la inducción de genes relacionados con defensa lo que si le sucede al material 
60444. A nivel fenotípico la respuesta a libre escogencia y no libre escogencia para los dos 
genotipos fue bien diferente y contrastante, la preferencia de oviposición en los tres 
experimentos fue mayor para el material 60444 que para NAT31, concluyéndose que 60444 
era altamente susceptible y NAT31 tenía cierto nivel de resistencia al ácaro verde. Mientras 
que los resultados proteómicos mostraron otro ángulo de la interacción, para el caso del 
material 60444 expresó varios posibles mecanismos de defensa como estrategia para 
responder al ataque del ácaro verde. Este genotipo mostró una respuesta de defensa 
inducida la cual no fue suficiente para resistir y superar el ataque del ácaro. Es necesario 
ampliar el estudio y hacer trabajos más detallados a nivel fenotípico. En el campo el ataque 
del ácaro verde a yuca genera una pérdida del área foliar, lo que conlleva a disminución en 
la capacidad fotosintética y, por tal razón, una mala formación de raíz. Por esta razón el 
ácaro verde puede llegar a convertirse en un riesgo eminente en los países en desarrollo 
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como Colombia, en donde yuca es un alimento básico. En términos generales existe una 
buena asociación entre el ataque del ácaro verde y la modelación (regulación) de proteínas 
detectado mediante el análisis proteómico. Es necesario continuar con la validación de las 
proteínas detectadas como claves, con el fin de desarrollar biomarcadores para selección 
asistida por marcadores moleculares para resistencia a plagas y validar genes para entender 
vías de señalización y rutas metabólicas que expliquen los posibles mecanismos de defensa 





























6.1 Validación de las proteínas mediante “Western blot” 
 
Es necesario validar mediante análisis de ―Western blot‖ una serie de proteínas de varias 
rutas metabólicas y vías de señalización que se modularon diferencialmente durante la 
interacción entre yuca y el ácaro verde con el fin de obtener una cuantificación absoluta de 
las proteínas. También se debe aplicar la técnica de PCR en tiempo real para validación de 
estos genes candidatos. Estas técnicas son altamente sensibles y pueden hacerse análisis 
cuantitativos de forma que sería posible estudiar la expresión de los genes diferencialmente 
expresados a través del tiempo. 
 
6.2 Identificación y caracterización de inductores en la cascada de señalización del 
ácaro verde 
 
Con este trabajo podemos especular sobre la capacidad que tiene el ácaro verde para inducir 
una o múltiples respuestas de sus hospederos. Hoy en día es clara la importancia de las 
proteínas salivares, como la inducción de metabolitos secundarios para la atracción de 
depredadores, influyendo en inducir o suprimir las respuestas de defensa de las plantas, 
pero se desconoce la naturaleza bioquímica de los inductores de estos en artrópodos. Es 
necesario complementar los estudios con análisis transcriptómicos e interactómicos para 
caracterizar bioquímicamente dicha interacción de forma más controlada.  
 
6.3 Identificación y caracterización funcional de la señalización de defensa en la yuca 
ante el ataque del ácaro verde  
 
Complementario a los estudios anteriores, estarían los tendientes a explorar la complejidad 
de toda la red de señalización de defensa en la planta. Aunque se conoce que existe una 
oscilación entre las vías reguladas por SA y JA, los mecanismos integrativos con otras vías 
de señalización durante la interacción planta-artrópodo no han sido aún identificados. Este 
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tipo de abordaje podría hacerse con ayuda de la biología de sistemas para entender 
interacciones de tipo artrópodos. 
 
6.3.1 Confirmación de los datos proteómicos obtenidos bajo condiciones de 
invernadero en campo 
 
Es necesario evaluar los mismos genotipos bajo condiciones de campo y analizar la 
respuesta mediante el análisis proteómico. Una vez establecida las proteínas candidatas que 
presentan un comportamiento similar entre condiciones de invernadero y de campo 
validarlo mediante transformación genética. 
 
6.4 Validación de genes mediante transformación genética 
 
Se busca entender las vías de señalización y las rutas metabólicas que se encienden y 
apagan durante la interacción de yuca con el ácaro verde, uno de los futuros alcances será 
validar esos genes mediante transformación genética creando ―knock-out‖. Es necesario 
evaluar esas plantas transformadas tanto en invernaderos como en campo bajo condiciones 
controladas.  
 
6.4.1 Silenciamiento de genes 
 
Una de las estrategias ampliamente utilizadas en los últimos años es el silenciamiento de 
genes, básicamente consiste en la infección por virus a las plantas la cual puede activar un 
mecanismo de defensa mediado por ARN, lo que resulta en una progresiva disminución del 
virus en las células. Este tipo de silenciamiento es un mecanismo relacionado con un 
silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT) en el cual, la célula detecta la presencia 
de ARN de cadena doble (ARNdc) y activa su degradación. Esta estrategia busca 
aprovechar la activación de SGPT por ARNdc para realizar silenciamiento génico. 
 
La estrategia es inserta un gen de interés en el virus (por ejemplo, un gen relacionado con 
defensa-inhibidores de proteasa), de forma que el ARN cargado al virus puede inducir 
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silenciamiento de genes homólogos a través de SGPT en la célula hospedera. Varios 
autores han utilizado este procedimiento para construir virus vectores (Tijsterman et al., 
2002; Angell & Baulcombe, 1997).   
 
6.4.1.1 Silenciamiento y sobreexpresión de genes relacionados con atracción de 
enemigos naturales 
 
Se generarían plantas transgénicas con el gen BSMT1 (S-adenosil metionina) silenciando y 
sobre expresando el gen para evaluar los posibles enemigos naturales para el ácaro verde. 
Bajo condiciones controladas en invernadero se haría el diseño del experimento para 
garantizar una buena evaluación. 
 
6.4.1.2 Silenciamiento y sobreexpresión de genes relacionados con la respuesta 
hipersensible 
 
Evaluar plantas transgénicas con los genes serina-tipo carboxipeptidasa; DEGP1; serina-
tipo endopeptidasa y subtilasa mediante silenciamiento y sobreexpresión de estos genes 
para evaluar el grado de respuesta hipersensible ante el ataque del ácaro verde y la posible 
conexión de la vía del proteosoma en la respuesta de defensa. 
 
6.4.1.3 Silenciamiento y sobreexpresión de genes relacionados con el reforzamiento de 
pared celular 
 
Evaluar plantas transgénicas con los genes: caffeoyl-CoA 3-O-metiltransferasa; ATOMT1 
(o-metiltransferasa 1);  ATCSLE1; celulosa sintasa; pectato liasa; MUR1 (murus 1); GDP-
manosa 4,6-dehidratasa; RGP1 (reversibilidad glicosilato polipéptido 1); celulosa sintasa; 
(1-4)-beta-mannan endohidrolasa; pectinesterasa; citidililtransferasa; ATPME3; 
pectinesterasa; ASD1 (alfa-l-arabinofuranosidasa 1); alfa-N-arabinofuranosidasa/hidrolasa; 
FLA2 (fasciclina-ligada arabinogalactano 2). Desarrollar silenciamiento y sobreexpresión 




6.4.1.4 Silenciamiento y sobreexpresión de genes relacionados con el reconocimiento 
 
Generar plantas transgénicas con el gen receptor transmembranal, mediante silenciamiento 
y sobreexpresión para evaluar la posible relación con la respuesta de señalización 
MAPKinasas y calmodulina. 
 
6.4.1.5 Silenciamiento y sobreexpresión de genes relacionados con resistencia 
 
Generar plantas transgénicas con los genes: clase NBS-LRR, proteína de familia de 
resistencia a enfermedad/familia de proteína LRR, endoquitinasa acidica, mediante el 
silenciamiento y sobreexpresión para evaluar su relación con resistencia al ácaro verde.  
 
6.4.2 Genética reversa 
 
Con este tipo de estrategia se busca establecer el punto exacto en las cascadas de 
señalización en donde son determinantes la respuesta de defensa y establecer 
fenotípicamente alguna modificación en su ausencia (aumento de atracción de enemigos 
naturales, aumento o pérdida de la resistencia). Mediante la transformación genética en 
yuca, se podrían generar líneas mutantes empleando la técnica de ―knock-out‖. Este tipo de 
transformación consiste en generar plantas transgénicas con transposones, y la 
correspondiente caracterización y aislamiento de un único mutante estableciéndose una 
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Tabla suplementaria 3. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 
metabolismo de hormonas para el genotipo NAT31. Los valores en los tiempos evaluados explica la 












Tabla suplementaria 4. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicados en 
metabolismo de hormonas para el genotipo 60444. Los valores en los tiempos evaluados explica la regulación 
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Tabla suplementaria 6. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 






Tabla suplementaria 7. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 
factores de transcripción para el genotipo 60444. Los valores en los tiempos evaluados explica la regulación 
de las proteínas. 
    
 
 
Tabla suplementaria 8. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 







Tabla suplementaria 9. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 










Tabla suplementaria 10. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 























Tabla suplementaria 11. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 












Tabla suplementaria 12. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 





Tabla suplementaria 13. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 
biosíntesis y modificación de pared celular para el genotipo NAT31. Los valores en los tiempos evaluados 




















Tabla suplementaria 14. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 
biosíntesis y modificación de pared celular para el genotipo 60444. Los valores en los tiempos evaluados 














Tabla suplementaria 15. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 
el metabolismo secundario para el genotipo NAT31. Los valores en los tiempos evaluados explica la 
















Tabla suplementaria 16. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 
metabolismo secundario para el genotipo 60444. Los valores en los tiempos evaluados explica la regulación 









Tabla suplementaria 17. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 

















Tabla suplementaria 18. Proteínas inducidas y reprimidas identificadas mediante progénesis implicadas en 





Figura suplementaria 1. Mapa de proteínas para estrés biótico para e genotipo NAT-31 a 
las 6 horas de evaluación. 
 
 
Figura suplementaria 2. Mapa de proteínas para estrés biótico para e genotipo NAT-31 a 






Figura suplementaria 3. Mapa de proteínas para estrés biótico para e genotipo NAT-31 a 




Figura suplementaria 4. Mapa de proteínas para estrés biótico para e genotipo NAT-31 a 




Figura suplementaria 5. Mapa de proteínas para estrés biótico para e genotipo 60444 a las 
6 horas de evaluación. 
 
 
Figura suplementaria 6. Mapa de proteínas para estrés biótico para el genotipo 60444 a 





Figura suplementaria 7. Mapa de proteínas para estrés biótico para el genotipo 60444 a 




Figura suplementaria 8. Mapa de proteínas para estrés biótico para el genotipo 60444 a 





Anexo A. Diseño del experimento a no libre escogencia para los análisis proteómicos. Las 
muestras fueron servidas en el gel de forma aleatoria en cada uno de los pozos para cada 
uno de los tiempos (0h, 6h, 24h, 4d, 8d) y las dos muestras analizadas (NAT-31 y 60444). 
Después de la corrida del gel por 16 horas, el gel se corto en 5 fracciones homogéneas. 
 
Muestras Tiempos Fracción del gel 
(Tienen el mismo 
tamaño) 
Condición 
(Las muestras fueron colocadas de forma 
aleatoria para el análisis) 
Hojas de NAT-31 0h Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 2 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 3 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 5 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Hojas de NAT-31 6h Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 2 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 3 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 




Hojas de NAT-31 24h Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 2 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 3 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 5 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Hojas de NAT-31 4 días Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 2 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 3 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 5 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Hojas de NAT-31 8 días Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 2 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 




Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 5 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Hojas de 60444 0h  Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 2 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 3 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 5 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Hojas de 60444 6h  Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 2 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 3 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 5 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Hojas de 60444 24h Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 




Fracción 3 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 5 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Hojas de 60444 4 días Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 2 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 3 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 5 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Hojas de 60444 8 días Fracción 1 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 2 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 3 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 
Fracción 4 Aleoteorización de 8 muestras (4x susceptibles, 
4x resistentes) 






Anexo B. Extracción de proteína con SDS y buffer urea (Vanderschuren et al., 2014). 
 
 Buffer de extracción urea: 8 M urea, 20 mM Tris base, 5 mM MgCl2, 2 x inhibidor 
de proteasa. 
 Buffer de extracción SDS: 4% SDS, 40 mM Tris base, 2x inhibidor de proteasa. 
 
1. Macere el tejido de la planta con un macerador y mortero con nitrógeno líquido. 
2. Pese el material macerado, haga dos alícuotas con 50 mg en tubos eppendorf. 
3. Para la primera alícuota, adicione 200 ul de buffer de extracción urea, y a la otra 200 
ul de buffer de extracción SDS. 
4. Incube por 30 minutos a temperatura ambiente con vortex y sacudiendo. 
5. Centrifugue a temperatura ambiente por 10 minutos a 16.1 rtf en una centrifuga 
tabletop. 
6. Transfiera el sobrenadante a un tubo de ultracentrífuga. 
7. Ultracentrifugación a 55.000 rpm por 45 minutos a temperatura ambiente. 












Anexo C. Estimación de concentración de proteína mediante colorimetría con ensayos de 
BCA proteína.   
 
Esquema de pipeteo: 
Concentración Estándar [ug 
proteína] 
0 4 8 12 16 20 24 





Este ensayo es compatible con detergents ionicos y no ionicos. Este es sensible a agentes 
reductores, como 1 mM DTT. El ensayo es diseñado para cuantificar de 1 a 40 ug de 
proteína. 
1. Realice el esquema de arriba en tubos eppendorf de 1.5 ml. Para las muestras, haga 
dos replicas. 
2. Adicione 1 ml de reactivo de trabajo BCA (Reactivo de trabajo BCA es preparado 
por mezcla de 1 parte de reactivo B y 50 partes de reactivo B) para todas las 
muestras. 
3. Incube las muestras a 37°C por 30 minutos. 
4. Transfiera todas las muestras a una cubeta de 1 ml  y mida la absorbancia a 562 nm. 
La muestra que contiene solo reactivo de trabajo BCA (0 ul BSA) es usada como 
blanco. 




Anexo D. Preparación y corrida del gel en una dimensión (1DE). 
 
1. Muestras sujetas a 1D SDS-PAGE. Se preparó una electroforesis de 1 dimensión de 
12.5 % SDS gel de poliacrilamida usando una cámara de electroforesis ―Ettan DaltII 
System Gel Caster (GE healthcare UK)‖. El gel se arma con la ayuda de un par de 
vidrios estilo sandiwisch, el cual lleva separadores con el fin de establecer el grosor 
del gel. Se sirvieron 180 ug de proteína de cada una de las muestras.   
2. Electroforesis. Las muestras fueron corridas por 16 h a 100 voltios. 
3. El gel fue teñido con Coomassie azul brillante R 250. 
4. Cada línea corresponde a una réplica, la cual fue cortada en cinco piezas iguales 
longitudinalmente y transversalmente hasta obtener piezas pequeñas. 
5. Las piezas del gel fueron desteñidas, lavadas y digeridas tripticamente según 
Shevchenko et al. (1996) a incubación toda la noche a 30°C.  












Anexo E. Digestión con trípsina y extracción de péptidos. 
 
1. 3 x 1 ml de solución de desteñido (50% MeOH en 100 mM AmBic) son adicionados 
a las piezas del gel e incubadas por cerca de 1h cada vez a 37°C. 
2. Lavar con 1 ml de agua. 
3. Almacenar a -20°C. 
4. Las piezas del gel son lavadas con 1 ml de agua. 
5. Lavar 3x por cerca de 15´en 1 ml de 50% ACN. 
6. Secar en Speed Vac por 45 min. 
7. Es posible almacenar a -20°C. 
8. Adicione, 500 ul 10 mM DTT en 5 mM AmBic pH 8.0 e incubar por 45´a 50°C. 
9. Remover la solución de DTT, adicionar 750 ul 50 mM IAM en 50 mM AmBic pH 
8.0 e incubar por > 1h a temperatura ambiente en la oscuridad. 
10. Remover IAM y lavar las piezas del gel 3 x en 1 ml de 50% ACN. 
11. Secar en Speed Vac por cerca de 30 min. 
12. Es posible almacenar a -20°C. 
13. Adicionar 500 ul de solución de tripsina (20 ug de tripsina en 4.2 ml 50mM AmBic 
pH 8.0); después mezcle los componentes, verifique el pH entre 7.5 y 8.5. Las 
piezas del gel son guardadas a 4°C por 45´. 
14. Adicionar 50 mM de solución AmBic hasta cubrir completamente las piezas del gel. 
15. Incube toda la noche a 30°C. 
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16. Adicionar 500 ul H2O, incubar por > 20´, centrifuge por 4´ y el sobrenadante es 
colectado. 
17. Speed Vac. 
18. Adicionar 500 ul 5% Acido fórmico y 50% de ACN, incubar por > 20´, centrifugue 
por 4´ y el sobrenadante es colectado (realizar tres veces). 
19. Speed Vac. 
20.  Adicionar 500 ul 5% Acido formico y 50% de ACN, incubar por > 20´, centrifugue 
por 4´ y el sobrenadante es colectado. 
21. Speed Vac. 
22. Adicionar 500 ul 5% Acido formico y 50% de ACN, incubar por > 20´, centrifugue 
por 4´ y el sobrenadante es colectado. 
23. Speed Vac. 
24. Los péptidos son secados en Speed Vac y almacenados a -20°C (Tambien las piezas 











Anexo F. Purificación de péptidos (Protocolo ZIPTIP). 
 
1. Resuspender las muestras en BUFFER A (3% ACN, 0.2% TFA), 20ul. 




Solución de Wetting 
100% ACN 
Solución de Lavado 
3-5% ACN; 0.1% TFA 
Solución de Elución 
50-60% ACN; 0.1% TFA 
 
Protocolo 
Preparación de la muestra 
1. Tomar 20 ul de solución de lavado. 
2. 10 ul en solución de wetting por 3x. 
3. 10 ul en solución de lavado por 3x. 
4. Tomar 10 ul de la muestra (Repipetear 3 a 10x). 
5. 10 ul de solución de lavado por 2 a 3x. 
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6. Eluir con 10 ul por 2x. 
7. Secar en Speed Vac por 30 min. 
8. Resuspender las muestras en 3% ACN, 0.1% FA en 10 ul. 
9. Vortex a temperatura ambiente por 10-15 min. 
10. Centrifugar. 
11. Leer en el espectrofotómetro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
